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(57) Abrege 

La presente invention a pour objet de nouveaox adenovirus 
dlfectif* pour le transfer! et 1* expression d'une sequence 
nucleotidique exogene dans une cellule ou un organisme hdie. 
L'invention est egalement relative a de nouvelles lignees de 
complementation et le precede" de preparation de ces nouveaox 
adenovirus dtfectifs ainsi que leur usage therapeutique et une 
composition phaxmaccnn'quc les contenant 
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ADENOVIRUS DEFECTIFS ET LIGNEES DE COMPLEMENTATION CORRES PONDANTES 

t 

15 

L'invention a pour objet de nouveaux vecteurs ad&ioviraux defectifs permettant le 
transfert et l'expression de gSnes d'interet dans une cellule ou un organisme eucaryote 
h6te ainsi que de nouvelles ligntes de complementation complementant en trans les 
20 fonctions virales essentielles qui ont 6t6 ddlfitees du genome de ces adenovirus 
recombinants, L'invention presente un interet tout particulier pour des perspectives de 
therapie genique, notamment chez l'homme. 

Les adenovirus sont des virus i ADN qui presentent un large spectre d'hote. lis ont 6t6 
25 mis en evidence dans de nombreuses espfcces animales et de nombreux types cellulaires. 
II existe plusieurs serotypes qui different notamment au niveau de la sequence de leurs 
genomes. La plupart des adenovirus humains sont peu pathogdnes et ne produisent 
generalement que des symptomes benins. 

30 L'ad£novirus penetre dans la cellule h6te permissive par l'intermediaire d*un recepteur 
specifique, puis il est internalisd et passe dans des endosomes. Leur acidification 
contribue a un changement de conformation du virus et a sa sortie dans le cytoplasme. 
Puis, FADN viral associe a certaines proteines virales necessaires aux premieres etapes 
du cycle replicatif; penetre dans le noyau des cellules infectees ou sa transcription est 

35 initiee par des enzymes cellulaires. La replication de l'ADN adenoviral a lieu dans le 
noyau des cellules infectees et ne necessite pas la replication cellulaire. ^assemblage des 
nouveaux virions prend egalement place dans le noyau. Dans un premier temps, les 
proteines wales s'assemblent de maniere a former des capsides vides de structure 



WO 94/28152 



2 



PCT/FR94/00624 



icosaedrique, dans lesquelles l'ADN adenoviral est ensuite encapside. Les particules 
virales ou virions sont liberds des cellules infectees et sont susceptibles d'infecter d'autres 
cellules pennissives. 

5 Le cycle infectieux de 1'adenovirus s'effectue en 2 etapes : 

la phase precoce qui precede 1'initiation de la replication du genome 
adenoviral et qui permet la production des proteines regulatrices 
intervenant au niveau de la replication et de la transcription de l'ADN 
10 viral, et 

la phase tardive qui conduit a la synthese des proteines structurales. 

D«une maniere generate, le genome adenoviral est constitue dWe molecule d'ADN 
15 lineaire, bicatenaire et d'environ 36kb de long qui contient les sequences codant pour 
plus de 30 proteines. A chacune de ses extremites, est presente une courte sequence de 
100 a 150 nucleotides selon les serotypes, inversee et designee ITR (Inverted Terminal 
Repeat). Les URs sont impliques dans la replication du genome adenoviral. La region 
d'encapsidation, d'environ 300 nucleotides, est situee a l'extremite 5' du genome juste 
20 apreslTTR5'. 

Les genes precoces sont repartis en 4 regions qui sont dispersees dans le genome 
adenoviral, designees El a E4 (E pour "Early" signifiant precoce en anglais). Les regions 
precoces comprennent au moins six unites transcriptionnelles qui possedent leurs propres 
25 promoters. L'expression des genes precoces est elle meme regulee, certains genes etant 
exprimes avant d'autres. Trois regions, respectivement El, E2 et E4, sont essentielles a la 
rephcation virale. Ainsi, si un adenovirus est defectif pour Fune de ces fonctions, c'est a 
dire s'U ne peut pas produire au moins une proteine codee par I'une de ces regions, celle- 
ci devra lui etre foumie en trans. 

30 

La region precoce El est situee a l'extremite 5' du genome adenoviral et contient 2 unites 
de transcription virales, respectivement E1A et E1B. Cette region code pour des 
proteines qui interviennent tres precocement dans le cycle viral et sont essentielles a 
l'expression de presque tous les autres genes de l'adenovirus. En particulier, hinite de 
35 transcription E1A code pour une proteine trans-activatrice de la transcription des autres 
genes viraux, qui induit la transcription a partir des promoteurs des regions E1B, E2A, 
E2B etE4. 



WO 94/28152 



3 



PCT/FR94/00624 



Les produits de la region E2, laquelle comprend egalement deux unites de transcription 
E2A et E2B, sont directement impliques dans la replication de l'ADN viral. Cette region 
gouverne notamment la synthese d'une proteine de 72kDa, qui presente une forte afiBnite 
pour I'ADN simple brin et d*une ADN polymerase. 

5 

La region £3 n'est pas essentielle a la replication du virus. Elle code pour au moins six 
proteines qui seraient responsables de 1'inhibition de la rtponse immune de rhote vis a vis 
d*une infection par adenovirus. En parti culier, la glycoprotein gpl9kDa empecherait la 
reponse CTL, responsable de la cytolyse des cellules infectees par les cellules T 
10 cytotoxiques de rhote. 

La region E4 est situee k l'extr&nitg 3' du genome adenoviral. Elle code pour de 
nombreux polypeptides qui sont impliques dans l'expression des genes tardifs, la stabilite 
des messagers (ARNm) tardifs, le passage de la phase precoce & la phase tardive ainsi 
IS que l'inhibition de la synthese prot&que cellulaire. 

Une fois la replication de l'ADN viral inittee, la transcription des genes tardifs debute. 
Ceux-ci occupent la majority du genome adenoviral et recouvrent en partie les unites de 
transcription des genes precoces. Mais ils sont transcrits a partir de promoteurs differents 

20 et selon un mode d'6pissage alternatif, de sorte que les memes sequences sont utilisees a 
des fins differentes. La plupart des genes tardifs sont transcrits a partir du promoteur 
majeur tardif MLP (Major Late Promoter). Ce promoteur permet la synthese d\in long 
transcrit primaire qui est ensuite mature en une vingtaine d'ARN messagers (ARNm) i 
partir desquels sont produites les proteines capsidaires du virion. Le gene codant pour la 

25 proteine structural DC composant la capside est situe k Textremite S* du genome 
adenoviral et recouvre la region E1B a son extremite 3\ Lunite transcriptionnelle de la 
proteine IX utilise le meme signal de terminaison de la transcription que Tunite 
transcriptionnelle E1B. 

30 Un certain nombre d'adenovirus sont maintenant bien caracterises genetiquement et 
biochimiquement. Tel est le cas de Tadenovirus humain de type S (AdS) dont la sequence 
est divulguee dans la banque de donnee Genebank sous la reference M73260. Les 
differents genes ont pu etre localises precisement sur le genome adenoviral qui comprend 
de 5 1 vers 3 1 1TTR 5 1 de 103 bp suivi de la region d'encapsidation (Hearing et al., 1987, J. 

35 Virol., 6], 2555-2558) tfenviron 300 pb, puis des regions precoces et tardives dont 
Pempiacement est schematiquement represente dans la Figure 1, et enfin de lTTR 3\ 
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n ressort de ce qui precede que les adenovirus possedent des caracteristiques 
interessantes qui font d'eux des vecteurs de choix pour le transfert de genes d'interet. De 
nombreux adenovirus recombinants sont decrits dans la litterature (Rosenfeld et al., 
1991, Science, 252, 431-434 ; Rosenfeld et al., 1992, Cell, 68, 143-155). D'une maniere 
generate, ils derivent de l'Ad5 et sont defectifs pour la fonction El, afin d'eviter leur 
dissemination dans l'environnement et 1'organisme hote. En outre, la region E3 non- 
essentielle peut egalement Stre detetee. Les sequences exogenes sont integrees a la place 
de la region El ou E3. 

Ainsi, ces adenovirus defectifs ne peuvent Stre propages que dans une lignee ceUulaire 
complementant en trans la fonction El essentielle a la replication virale. A l'heure 
actuelle, la seule lignee de complementation utilisable est la lignee de rein embryonnaire 
293 (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol., 36, 59-72), qui resulte de l'integration dans ses 
chromosomes, d'un fragment du genome de l'Ad5 comprenant notamment rextremite 5' 
15 du genome viral ; de sorte que la lignee 293 complemente les adenovirus defectifs pour la 
fonction El. Les cellules 293 contiennent des sequences qui se trouvent aussi dans 
l'adenovirus recombinant defectif, comme 1TTR 5', la region d'encapsidation et la partiej 
en 3* de la region E1B comportant des sequences codant pour les proteines precoces . j 

20 La faisabilite du transfert de genes en utilisant des adenovirus est maintenant etablie. 
Mais, la question de leur innocuite reste posee. En effet, Us sont capables de transformer 
certaines lignees cellulaires en culture, ce qui reflete le pouvoir potentiellement oncogene 
de certains des produits d'expression du genome adenoviral, essentiellement de la region 
El et probablement E4, au moins pour certains serotypes. De plus, la probability de 
25 recombinaison genetique entre un adenovirus defectif de Vart anterieur, notamment un 
adenovirus recombinant, et soit un adenovirus naturel ou sauvage flssu d'une 
contamination accidentelte ou d'une infection opportuniste d'un organisme hote), soit un 
fragment de genome adenoviral integre dans la lignee de complementation 293 n'est pas 
negligeable. En effet, il suffit d'un evenement de recombinaison pour restaurer la fonction 

30 El et generer un adenovirus recombinant non-defectif capable de se disseminer dans 
l'environnement. II est aussi envisageable quHm adenovirus naturel sauvage co-infectant 
la meme ceUule qu"un adenovirus defectif puisse complementer ce dernier pour la 
fonction El provoquant une co-dissemination des deux virus. Enfin, certains types de 
cellules eucaryotes produisent des proteines presentant une activite ElA-Uke egalement 

35 susceptibles de complementer partiellement les adenovirus defectifs qui les infectent. 

D est done souhaitabte de disposer de vecteurs adenoviraux performants presentant le 
minimum de risque, en vue de leur utilisation en therapie genique pour corriger in vivo 
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des defauts g6n6tiques graves et traiter certaines maladies pour lesquelles on ne dispose 
pas d*approches therapeutiques efficaces. C'est de leur obtention que depend le succes de 
la therapie genique appliquee a Thomme. 

5 De plus, il existe des interrogations a propos de 1'obtention de la lignee 293. Ces 
interrogations peuvent etre de nature a compromettre l'acceptabilite des produits destines 
a un usage humain qui en seront derives. II serait utile de disposer de lignees de 
complementation dont 1'origine et l'histoire sont exactement connues pour produire des 
particules d'adenovirus recombinants destinees & un usage humain. 

10 

On a maintenant trouv£ (1) de nouveaux vecteurs adenoviraux defectifs deletes de 
certaines regions sp6cifiques du genome adenoviral et plus adaptes au transfert d'une 
sequence nucleotidique exogene in vivo et (2) de nouvelles lignees de complementation 
caracterisees, acceptables d*un point de vue pharmaceutique et done offrant toutes les 
15 caractdristiques de s6curite requises pour la production de produits destines a un usage 
humain. 

i 

L'interet de ces nouveaux vecteurs est qu f ils presentent une capacity de clonage accrue) 
permettant l'insertion d'un ou plusieurs genes d'intdret de grande taille et une sdcurite 
20 d'emploi maximale. Ces mutations ddleteres rendent ces adenovirus incapables de 
replication autonome et de transformation cellulaire et ceci sans alterer leur capacity k 
transferer et exprimer un gene d'interet 

C'est pourquoi la pr&ente invention a pour objet un vecteur adenoviral defectif pour la 
25 replication, capable d'etre encapside dans une cellule de complementation, qui derive du 
genome d'un adenovirus comprenant de 5' en 3\ un ITR 5', une region d'encapsidation, 
une region E1A, une region E1B, une region E2, une region E3, une region E4 et un 
ITR 3', par deletion : 

30 CO de tout ou partie de la region El A, et de l'integralite de la partie de la 

region E1B codant pour les proteines precoces ; ou 

(U) de tout ou partie de la region E1A et de tout ou partie d'au moins une 
region seiectionnee parmi les regions E2 et E4 ; ou 

35 

(iii) de tout ou partie de la region E1A et d"une partie de la region 
d'encapsidation. 
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Au sens de la presente invention, l'expression "deletion" ou "depourvu" se refere a la 
suppression d'au moins un nucleotide dans la region ciblee et bien entendu il peut s'agir 
d'une deletion continue ou discontinue. Par tout ou partie, on entend soit l'integralite soit 
une partie seuleraent de la region consideree. On prefere les deletions qui empeche la 
5 production d'au moins un produit d'expression code par ladite region. Elles peuvent done 
se situer dans une region codante ou dans une region regulatrice comme la region 
proraotrice et concenter au moins un nucleotide de maniere a detruire le cadre de lecture 
d"un gene ou rendre une region promotrice non-fonctionnelle. II peut egalement s'agir de 
deletions partielles d'un ou plusieurs genes de ladite region ou de l'ensemble de la region. 

10 

Un vecteur adenoviral selon l'invention est defectif pour la replication mais capable d'etre 
replique et encapside dans une ceUule de complementation lui fournissant en trans le ou 
les produit(s) pour lesquels il est defectif afin de generer une particule adenovirale 
(encore designee adenovirus defectif) incapable de replication autonome dans une cellule 
15 h6te mais neanmoins infectieuse car ayant la capacite de delivrer le vecteur dans une 
cellule note. 

Selon une premiere variante, un vecteur adenoviral selon l'invention derive du genome 
d'un adenovirus naturel ou sauvage par deletion de tout ou partie de la region El A et de 

20 la partie de la region E1B comprenant l'integralite des sequences codant pour les 
proteines precoces. Selon un mode prefere, elle concerne le promoteur et les sequences 
codant pour les produUs d'expression de la region E1B e'est a dire les proteines precoces 
et n'inclut pas tout ou partie du signal de terminaison de la transcription qui recouvre les 
sequences codant pour la proteine tardive DC S'agissant d'un vecteur adenoviral selon 

25 l'invention derivant d'un adenovirus humain de type 5, ladite deletion comprend au moins 
les sequences comprises entre les nucleotides 1634 et 3509 du genome adenoviral dont la 
sequence est telle que divulguee dans la banque de donnee Genebank sous la reference 
M73260. Cette deletion a pour but de reduire ou supprimer les sequences communes 
entre un vecteur adenoviral selon l'invention et le fragment de genome adenoviral integre 

30 dans une lignee de complementation, par exemple la lignee 293. De plus, elle elimine d'un 
vecteur adenoviral selon l'invention des sequences dont les produits d'expression sont 
potentiellement oncogenes, du moins en conjonction avec les produits d'expression de la 
region El A. 

35 Par ailleurs, un vecteur adenoviral selon l'invention derive en outre du genome d'un 
adenovirus naturel ou sauvage par deletion de tout ou partie : 



de la region E3 et/ou 
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de la region E2 et/ou 
de la region E4. 

II va de soi qu'un vecteur adenoviral selon l'invention peut comporter une des trois 
5 deletions ci-dessus enoncees ou deux d'entre elles selon n'importe quelles combinaisons 
ou encore l'ensemble des deletions. 

Selon un mode particuliferement avantageux, un vecteur adenoviral selon l'invention est 
delete d*une partie seulement de la region E3 et preferentiellement de la partie qui ne 

10 comprend pas les sequences codant pour la proteine gpl9kDa. La presence de la 
sequence codant pour la proteine gpl9kDa dans un vecteur adenoviral selon 1'invention, 
pennettra aux cellules infectees d'echapper & Timmunosurveillance de Hiote ; un critere 
important lorsque le protocole th£rapeutique necessite plusieurs administrations repetees. 
On choisira, de preference, de placer les sequences codant pour la gpl9kDa sous le 

IS controle d'eiements appropries permettant leur expression dans la cellule hote, i savoir 
les dements necessaires a la transcription desdites sequences en ARNm et la traduction 
de ce dernier en proteine. Ces elements comprennent en particulier un promoteur. De tels ! 
promoteurs sont bien connus de l'homme de Tart et sont insures en amont de ladite j 
sequence codante par les techniques conventionnelles du genie g^netique. Le promoteur 

20 retenu sera, de preference, un promoteur constitutif non activable par un des produits 
^expression de la re^on El A. A titre d'exemples, on peut citer le promoteur du gene 
HMG (Hydroxy-Methyl-Glutaryl coenzyme A reductase), le promoteur precoce du vims 
SV40 (Simian Virus 40), le LTR (Long Terminal Repeat) du RSV (Rous Sarcoma 
Virus) ou le promoteur tfun gene PGK (phospho-glycerate kinase) d^ucaryote 

25 superieur. 

Par ailleurs, un vecteur adenoviral selon invention, peut, de fepon optionnelle, etre 
delete de la partie de la region E3 correspondant a la region promotrice, laquelle sera 
substituee par une region promotrice heterologue, teUes Tune de celles mentionnees ci- 
30 dessus. 

Selon une deuxieme variante, un vecteur adenoviral selon invention derive du genome 
dVm adenovirus naturel ou sauvage par deletion continue ou discontinue de tout ou 
partie de la region El A et de tout ou partie d'au moins la region E2 et/ou E4. Une telle 
35 deletion permet d'accrottre les possibilites de clonage de genes d^nteret. D'autre part, 
eiiminer tout ou partie de la region E4 permet egalement de reduire ou supprimer des 
sequences codant pour des produits potentiellement oncogenes. 
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Comme precedemment, un vecteur adenoviral selon l'invention peut, en outre 6tre 
depourvu de tout ou partie des regions E1B et/ou E3 et, en paiticulier, selon un mode de 
realisation tel que mentionne precedemment (comme la deletion de la partie de la region 
E1B comprenant I'integralite des sequences codant pour les proteines precoces et de la 
partie de la region E3 ne codant pas pour la proteine gpl9kDa). 

Enfin selon une troisieme variante, un vecteur adenoviral selon l'invention derive du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E1A et d'une partie 
de la region d'encapsidation. 



10 



Une deletion partielle de la region d'encapsidation permet de reduire notablement la 
probability de dissemination incontrdlee d'un vecteur adenoviral selon l'invention, lorsque 
ce dernier est en presence d'un adenovirus sauvage. Une telle deletion permet d'affecter 
ses fonctions d'encapsidation de telle sorte que meme en cas de complementation en 
15 trans de la fbnction defective de celui-ci par un adenovirus sauvage, il ne pourra Stre 
encapside efficacement par rapport au genome de l'adenovinis sauvage competiteur. 

Les deletions de la region d'encapsidation sera choisies en fonction de 2 criteres : une 
capacit* reduite a Itre encapside mais simultanement une efficacite residuelle compatible 

20 avec une production industrieUe. En d'autres termes, la fonction d'encapsidation d'un 
vecteur adenoviral selon l'invention est substantiellement maintenue quoique a un degre 
moindre. L'attenuation peut etre determinee par les techniques conventionnelles de 
titrage par infection d'une Ugnee adequate et evaluation du nombre de plages de lyse. De 
telles techniques sont connues de l'homme de l'art. Dans le cadre de l'invention, 

25 l'efficacite d'encapsidation est reduite d'un fecteur 2 a 50, avantageusement 3 a 20 et de 
preference 5 4 10 par rapport i un adenovirus temoin ayant une region d'encapsidation 
de type sauvage. 

Bien entendu, un vecteur adenoviral attenue selon l'invention, peut en outre comprendre 
30 au moins une ou une quelconque combinaison des deletions precedemment citees. 

Un vecteur adenoviral selon la presente invention derive du genome d'un adenovirus 
naturel ou sauvage, avantageusement d'un adenovirus canin, aviaire ou humain, de 
preference d'un adenovirus humain de type 2, 3, 4, 5 ou 7 et, de maniere tout a fait 
35 preferee, d'un adenovirus humain de type 5 (Ad5). Dans ce dernier cas, les deletions du 
vecteur adenoviral selon l'invention sont indiquees par reference a la position des 
nucleotides du genome de I'AdS specific dans la banque de donnee Genebank sous la 
reference M73260. 
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15 



On prefere tout particulierement un vecteur adenoviral sebn 1'invention derivant du 
genome d'un adenovirus humain de type 5, par deletion : 

CO de Tintegralite de la partie codant pour les prolines precoces de la region 
E1B et s'etendant du nucleotide 1634 et se terminant au nucleotide 4047 ; 
et/ou 

(ii) de la region E4 s'etendant des nucleotides 32800 a 35826 ; et/ou 

(Hi) de la partie de la region E3 s'etendant des nucleotides 27871 & 30748 ; 
et/ou 



(iv) de la partie de la region d'encapsidation : 

allant du nucleotide 270 au nucleotide 346, ou 

i 

allant du nucleotide 1 84 au nucleotide 273, ou 

20 . allant du nucleotide 287 au nucleotide 358. 

De preference, un vecteur adenoviral selon 1'invention derive du genome d'un adenovirus 
sauvage ou naturel par deletion d'au moins 18 % dudit genome, d'au moins 22 %, d'au 
moins 25 %, d'au moins 30 °/o, d'au moins 40 %, d'au moins 50 %, d'au moins 60 %, d'au 
25 moins 70 %, d'au moins 80 %, d'au moins 90 % ou encore d'au moins 95 % et 
notamment de 98,5%. 

Selon un mode particulierement prefere, un vecteur adenoviral selon 1'invention derive du 
genome d'un adenovirus par deletion de l'ensemble du genome adenoviral k 1'exclusion 

30 des ITRs 5' et 3* et de tout ou partie de la region d'encapsidation. Selon cette variante, il 
ne comprend que le minimum de sequences virales afin de limiter les risques de 
recombinaison, les risques d'oncogenecite et avoir une capacite de clonage maximale. On 
pariera alors d'un vecteur adenoviral "minimum" dans lequel il sera alors possible 
d'inserer jusqu'i 30kb de sequence nucieotidique exogene. Un vecteur adenoviral prefere 

35 selon rinvention derive d'un adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie du 
genome viral s f etendant des nucleotides 459 a 35832. 
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Dans le cadre de la presente invention, un vecteur adenoviral selon Hnvention a pour 
objet le transfert et l'expression d'une sequence nucleotidique exogene dans une cellule 
bote. Par "sequence nucleotidique exogene", on entend un acide nucleique qui comprend 
des sequences codantes et des sequences regulatrices permettant l'expression desdites 
5 sequences codantes et dans lequel les sequences codantes sont des sequences qui ne sont 
normalement pas presentes dans le genome d'un adenovirus. Les sequences regulatrices 
peuvent etre d'origine quelconque. La sequence nucleotidique exogene est introduite 
dans un vecteur adenoviral selon 1'invention par les techniques classiques du genie 
genetique, entre la region d'encapsidation et 1TTR 3'. 

10 

Une sequence nucleotidique exogene peut etre constitute d'un ou plusieurs gene(s) 
d'interet et, de maniere pref&ee, d'interet therapeutique. Dans le cadre de la presente 
invention, un gene d'interet peut coder soit pour un ARN anti-sens, soit pour un ARNm 
qui sera ensuite traduit en proteine d'inter€t. Un gene d'interet peut etre de type 

15 genomique, de type ADN complementaire (ADNc) ou de type mixte (minigene, dans 
lequel au moins un intron est delete). H peut coder pour une proteine mature, un 
precurseur d'une proteine mature, notamment un precurseur destine k etre secrete et 
comprenant de ce fait un peptide signal, une proteine chimerique provenant de la fusion 
de sequence d'origine diverse ou un mutant d'une proteine naturelle presentant des 

20 proprietes biologiques ameiiorees ou modifiees. Un tel mutant peut etre obtenu par 
mutation, deletion, substitution et/ou addition d'un ou plusieurs nucieotide(s) du g£ne 
codant pour la proteine naturelle. 

Un gene d'intergt peut etre place sous le controle dements appropries a son expression 
25 dans une cellule h6te. Par "elements appropries", on entend Tensemble des elements 
necessaires a sa transcription en ARN (ARN anti-sens ou ARNm) et a la traduction d*un 
ARNm en proteine. Parmi les elements necessaires a la transcription, le promoteur rev6t 
une importance particuliere. II peut s'agir d*un promoteur constitutif ou d'un promoteur 
regulable et il peut etre isoie d'un gene quelconque d'origine eucaryote ou virale et meme 
30 adenoviral. Alternativement, il peut s'agir du promoteur naturel du gene d'interet en 
question. D'une fafon generale, un promoteur en usage dans la presente invention, peut 
etre modifie de maniere i contenir des sequences regulatrices. A titre d'exemples, un 
gene d'interet en usage dans la presente invention, est place sous le controle du 
promoteur des genes d'immunoglobuline lorsque 1'on cherche a cibler son transfert dans 
35 des cellules hotes lymphocytaires. On peut egalement titer le promoteur du gene TK- 
HSV-1 (thymidine kinase du virus de l'herpes de type 1) ou encore le promoteur 
adenoviral MLP, notamment de I'adenovirus humain de type 2, permettant une 
expression dans un grand nombre de types cellulaires. 
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Parmi les genes d'intfret utilisables dans Ie cadre de la presente invention, on peut citer : 

les genes codant pour des cytokines, comme l'interferon alpha, l'interferon 
gamma, les interleukines ; 

les g&ies codant pour des recepteurs membranaires, comme les recepteurs 
reconnus par des organismes pathogenes (vims, bacteries, ou parasites), 
de preference par le virus VIH (Virus de Hmmunodeficience Humain) ; 

les genes codant pour des fecteurs de coagulation, comme le facteur Vin 
et le facteur DC ; 

le gene codant pour la dystrophine ; 
le gene codant pour Tinsuline ; 



les gfcnes codant pour des proteines participant directement ou| 
indirectement aux canaux ioniques cellulaires, comme la proteine CFTR 
20 (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) ; 

les g&ies codant pour des ARN anti-sens ou des proteines capables 
d'inhiber I'activit6 d*une prot6ine produite par un gfene pathog&ie, present 
dans le genome d*un organisme pathogene, ou par un gdne cellulaire, dont 
25 l'expression est deregulee, par exemple un oncogene ; 

les g&ies codant pour une proteine inhibant une activite enzymatique, 
comme Pal- antitrypsine ou un inhibiteur d\me protease virale ; 

30 - les genes codant pour des variants de prolines pathogtees qui ont 6ti 

mutees de fafon i alterer leur fonction biologique, comme par exemple 
des variants trans-dominants de la prot&ne TAT du virus VIH capables 
de competition avec la proteine naturelle pour la liaison a la sequence 
cible, empechant ainsi 1'activation du VIH ; 



les genes codant pour des Epitopes antig^niques afin d'accroltre 
l'immuniti de la cellule hdte ; 
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les genes codant pour les proteines de complexe majeur 
dliistocompatibilite des classes I et H, ainsi que les genes codant pour les 
proteines inductrices de ces genes ; 

5 . les genes codant pour des enzymes cellulaires ou produites par des 

organismes pathogenes ; et 

les genes suicides. On peut citer plus particulieremert le gene suicide TK- 
HSV-1. L'enzyme TK virale presente une affinite nettement superieure 

l0 par rapport a l'enzyme TK cellulaire pour certains analogues de 

nucleosides (comme l'acyclovir ou le gancyclovir). Elle les convertit en 
molecules monophosphatees, elles-memes convertibles, par les enzymes 
cellulaires, en precurseurs de nucleotides, qui sort toxiques. Ces 
analogues de nucleotides sort incorporables dans les molecules d'ADN en 

15 voie de synthese, done principalement dans l'ADN des cellules en etat de 

replication. Cette incorporation permet de detruire specifiquement les 
cellules en division comme les cellules cancereuses. 

Cette liste n'est pas limitative et d'autres genes d'interet peuvent etre utilises dans le cadre 
20 de la presente invention. 

Par ailleurs, selon un autre mode de mise en oeuvre de 1'invention, un vecteur adenoviral 
selon l'invention peut en outre comprendre un gene non-therapeutique codant pour une 
proteine trans-activatrice de la transcription non-adenovirale. Bien entendu, on evitera le 

25 ou les gene(s) de la region E1A codant pour une proteine trans-activatrice, dont 
l'expression risquerait de rendre l'adenovirus non-defectif. On choisira, de preference, le 
gene codant pour la proteine Gal4 de Saccharomyces cerevisiae. Son expression 
permettra la propagation du vecteur dans une lignee de complementation telle que celle 
decrite ci-apres. Une telle Ugnee est plus sophistiquee et permet de pallier a d'eventuels 

30 problemes de toxicite due a la production en continue des proteines adenovirales de 
complementation. Le gene codant pour une proteine trans-activatrice de la transcription 
peut etre place, si necessaire, sous le contrdle d'elements approprids a son expression ; 
par exemple ceux qui permettent I'expresrion d'un gene d'interet. 

35 L'invention a egalement trait a une particule ad6novirale ainsi qu'i une ceUule eucaryote 
hote comprenant un vecteur adenoviral selon l'invention. Ladite cellule est 
avantageusement une cellule de mammifere et, de preference, une ceUule humaine et peut 
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comprendre ledit vecteur sous forme int^gree dans le genome ou, de preference, sous 
forme non-integree (episome). 

Une particule adenoviral selon l'invention peut etre prdparde par passage dans toute 
5 lignee de complementation foumissant en trans les fonctions pour lesquelles un vecteur 
adenoviral selon l'invention est defect^ par exemple la lignee 293 de Part anterieur. Ces 
techniques de preparation sont connues de 1'homme de Tart (Graham et Prevec, 1991, 
Methods in Molecular Biology, vol 7, 109-128, Ed : E.J. Murey, The Human Press Inc.). 
D*une maniere optionnelle, une particule adenoviral selon l'invention peut etre generee 
10 dans une lignee de complementation selon l'invention telle que decrite ci-apres. 

Cest pourquoi la pr£sente invention concerne egalement une lignee de complementation 
comportant un element de complementation, comprenant notamment une partie de la 
region El du genome d*un adenovirus a l'exclusion de 1TTR 5' ; ledit element de 
15 complementation etant capable de complementer en trans un vecteur adenoviral defectif 
et etant int^gre dans le genome de ladite lignee de complementation ou insere dans un 
vecteur ^expression. 

Dans le cadre de la pr&ente invention, le terme "lignee de complementation" se refere a 
20 une cellule eucaryote capable de foumir en trans la ou les fonction(s) pour 
la(les)quelle(s) un vecteur adenoviral est defectif. En d'autres termes, elle est capable de 
produire l*une ou les proteine(s) necessaire(s) a la replication et k l'encapsidation dudit 
vecteur adenoviral, proteines precoces et/ou tardives qu f il ne peut lui meme produire et 
qui sont necessaires k la constitution d*une particule virale. Bien entendu, ladite partie 
25 peut etre modifiee par mutation, deletion et/ou addition de nucleotides, du moment que 
ces modifications rfaltferent pas sa capacity de complementation. Ainsi, un vecteur 
adenoviral defectif pour la fonction El devra etre propag£ dans une lignee de 
complementation pour El (capable de fournir en trans la ou Tensemble des proteines 
coddes par la region El que le vecteur ne peut produire), un vecteur defectif pour les 
30 fonctions El et E4 le sera dans une lignee de complementation pour El et E4 
(foumissant les proteines necessaires codees par les regions El et E4) et, enfin, un 
vecteur defectif pour les fonctions El, E2 et E4 le sera dans une lignee de 
complementation pour les trois fonctions. Comme indique dans Introduction, la region 
E3 est non essentielle, et ne necessite pas d'etre specifiquement compietee. 

35 

Une lignee de complementation selon Tinvention peut etre derivee soit d'une lignee 
cellulaire immortalisee, capable de se diviser indefiniment, soh d'une lignee primaire. 
Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, une lignee de 
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complementation selon invention est utile pour l'encapsidation de n'importe quel vecteur 
adenoviral defectif et, en particulier, d*un vecteur adenoviral defectif selon 1'invention. 
Ainsi, lorsqu'on utilisera ci-apres le terme -vecteur adenoviral defectif, il doit etre 
entendu qu'il fait reference a un vecteur defectif quelconque, de Fart anterieur ou de la 
S presente invention. 

Par "element de complementation", on entend un acide nucleique comprenant au moins 
la partie du genome adenoviral en usage dans le cadre de la presente invention- H peut 
etre insere sur un vecteur, par exemple de type plasmidique ou viral, par exemple 

10 retroviral, adenoviral ou derive d*un poxvirus. On prtferera n6anmoins le cas ou il est 
integrd dans le genome d'une lignee de complementation selon 1'invention. Les methodes 
pour introduire un vecteur ou un acide nucleique dans une lignee cellulaire et 
eventuellement 1'integrer dans le genome d'une cellule constituent des techniques 
conventionnelles bien connues de 1'homme de Tart, de meme que les vecteurs utilisables k 

15 de telles fins. L'eiement de complementation peut etre introduit dans une lignee de 
complementation selon Invention, de fafon prealable ou concomitante a un vecteur 
adenoviral defectif. 

Selon un mode de realisation spedfique, une lignee de complementation selon Invention 
20 est destinee i complementer en trans un vecteur adenoviral defectif pour la fonction El. 
Une telle lignee presente Tavantage de diminuer les risques de recombin^son puisque, 
contrairement a la lignee conventionnelle 293, elle est depourvue de 1TTR 5' present dans 
les vecteurs. 

25 Dans le cadre de la presente invention, une lign6e de complementation selon Tinvention 
peut comprendre tout ou partie de la region El A du genome dHm adenovirus et : 

CO tout ou partie tfau moins une region du genome adenoviral seiectionn6e 
parmi les regions E1B, E2 et E4, ou 

30 

(ii) tout ou partie d'au moins deux des regions E1B, E2 et E4 dudit genome, ou 

(iii) tout ou partie des regions E1B, E2 et E4 dudit genome. 

35 Dans le cadre de 1'invention, lesdites regions peuvent etre placees, si necessaire, sous le 
contr61e dements appropries permettant leur expression, mais, on prefere les placer 
sous le controle de leur propre promoteur, inductible par la proteine trans-activatrice de 
transcription codee par la region El A. 
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A titre indicate une lignee de complementation selon la variante 00 comprenant les 
regions E1A, E1B et E4 est destinee a la preparation d'un adenovirus defectif pour les 
fonctions El et E4 delete de tout ou partie des regions correspondantes. 

Selon un mode avantageux, une lignee de complementation selon l'invention, comprend 
notamment tout ou partie de la region El A et 1'integralite des sequences codant pour les 
proteines precoces de la region E1B. 

Par ailleurs, selon une variante de ce mode de realisation, une lignee de complementation 
selon l'invention peut, en outre, 6tre depourvue de la region promotrice de la region 
E1A Dans ce cas, la partie du genome adenoviral codant pour les proteines precoces de 
ladite region El A sera placee sous le contrdle d'un promoteur heterologue approprie et 
fonctionnd dans ladite lignee de complementation. II peut etre isole de nHmporte quel 
gene eucaryote ou viral. On evitera, cependant, d'avoir recours a un promoteur 
adenoviral d'une region precoce. D peut s'agir d'un promoteur constitutif. A titre 
d'exemples, on peut citer les promoteurs du virus SV40, du gene TK-HSV-1 et du genei 
murin PGK. j 

20 D'une maniere alternative, le promoteur retenu peut Stre regulable et avantageusemerit, 
inductible par une proteine trans-activatrice de transcription non adenovirale. n peut 
s'agir d'un promoteur isole d'un gene naturellement inductible ou d'un promoteur 
quelconque modifie par I'addition de sequences d'activation (ou UAS, pour Upstream 
Activating Sequence en anglais) repondant a ladite proteine trans-activatrice. De maniere 

25 plus particuliere, on prefere utiliser un promoteur inductible par la proteine Gal4 de 
Saccharomyces cerevisiae et, de preference, un promoteur hybride constitue d'un 
promoteur dit "minimum" contenant uniquement les sequences d'initiation de la 
transcription (TATA box et site d'initiation) d'un gene quelconque (par exemple du gene 
TK-HSV-1 ou MLP d'Ad2), en amont duquel on a insere au moins une sequence 

30 d'activation du gene GallO de Saccharomyces cerevisiae (Webster et al., 1988, Cell, 52, 
169-178). Cette demiere peut etre synthetisee chimiquement ou isolee du gene GallO, 
selon les techniques classiques du genie genetique. Ainsi, le promoteur hybride ne sera 
active et rfinduira l'expression des genes codes par la region E1A places sous son 
controle, qu'en presence de la proteine Gal4. Puis, les produits d'expression de la region 

35 El A pourront a leur tour, induire l'expression des autres regions precoces E1B, E2 et/ou 
E4 eventuellement comprises dans une lignee de complementation selon l'invention. Ce 
mode de realisation particulier de l'invention, evite la production d'une maniere 
constitutive (eventuellement toxique) des proteines adenovirales necessaires a la 
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complementation. Ainsi, induction peut etre declenchee en presence d'un vecteur 
adenoviral defectif selon l'invention exprimant la proteine Gal4. Cependant une telle 
lignee peut egalement 6tre utilisee pour preparer n'importe quel vecteur adenoviral 
defectif, a la condition toutefois de fournir en trans la proteine Gal4. Les moyens de 
5 fournir en trans une proteine sont connus de 1'homme du metier . 

D'une maniere generate, une lignee de complementation comprend une partie du genome 
d'un adenovirus qui derive avantageusement d'un adenovirus animal, comme un 
adenovirus canin ou aviaire ou, de preference, d'un adenovirus humain et, tout 
10 particulierement, du type 2 ou 5. 

Une lignee de complementation selon l'invention comprend notamment la partie du 
genome d'un adenovirus humain de type 5 s'etendant : 

15 (i) du nucleotide 100 au nucleotide 5297 de la sequence telle que divulguee 

dans la banque de donnee Genebank sous la reference M73260, ou 

Cu) du nucleotide 1 00 au nucleotide 4034, ou 

20 (ui) du nucl6otide 505 au nucleotide 4034. 

Avantageusement, la partie du genome selon (S) est inseree en amont d'un signal de 
terminaison de la transcription, comme par exemple le signal de polyadenylation du virus 
SV40 (Simian Virus 40) ou du gene D-globine de lapin. Alors que la partie selon (Hi) qui 

25 ne comprend ni les sequences promotrices de la region E1A, ni le signal de terminaison 
de la transcription de la region E1B est placee sous le contr61e d'un promoteur 
approprie, notamment d'un promoteur inductible par la proteine Gal4, et d'un signal de 
terminaison de la transcription, par exemple celui du gene B-globine de lapin. Une telle 
lignee de complementation est consideree comme particulierement sure car depourvue de 

30 la majorite des sequences communes avec un adenovirus defectif. 

D'autre part, une lignee de complementation selon l'invention peut comporter la partie de 
la region E4 d'un adenovirus humain de type 5 allant du nucleotide 32800 et se terminant 
au nucleotide 35826 de la sequence telle que divulguee dans la banque de donnee 
35 Genebank sous la reference M73260. 



Par ailleurs, une lignee de complementation selon l'invention peut comporter l'ensemble 
du genome d'un adenovirus naturel, a l'exception de la region d'encapsidation et des TTRs 
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5' et 3* et, de maniere tout 4 fait prtfer6e, la partie du genome d'un adenovirus humain de 
type 5 allant du nucleotide 505 et se terminant au nucleotide 35826 de la sequence telle 
que divulguee dans la banque de donnee Genebank sous la reference M73260. Aux fins 
de la presente invention, celle-ci est placee sous le controle d\in promoteur approprie. 
5 On aura, de preference, recours i un promoteur inducible par la proteine Gal4 de 
Saccharomyces cerevisae. Une telle lignee permettra de complementer en irons 
I'ensemble des fonctions essentielles & la replication et 1'encapsidation d'un vecteur 
adenoviral defectif pour les fonctions El, E2 et E4, notamment d'un vecteur adenoviral 
minimum selon 1'invention. 

10 

Selon un mode prefer^, une lignee de complementation selon 1'invention peut comporter 
un element de complementation comprenant, en outre, un g£ne codant pour un marqueur 
de selection permettant la detection et 1'isolement des cellules le comportant. Dans le 
contexte de la presente invention, il peut s'agir de n'importe quel gdne codant pour un 
15 marqueur de selection, ceux-ci etant generalement connus de l'homme de Tart, 
avantageusement d'un gene de resistance a un antibiotique et, de preference, du gene 
codant pour la puromycine acetyl-transferase (gene pac) conferant la resistance i la j 
puromycine. 

20 Dans le cadre de la presente invention, le gene codant pour un marqueur de selection 
peut €tre place sous le controle des elements appropries permettant son expression. II 
peut s'agir d'un promoteur constitutif, comme le promoteur precoce du virus SV40. 
Cependant, on preferera un promoteur inductible par la proteine trans-activatrice codee 
par la region E1A, en particulier le promoteur adenoviral E2A. Une telle combinaison 

25 introduira une pression de selection pour maintenir Texpression des genes de la region 
E1A dans une lignee de complementation selon Tinvention. Aux fins de la presente 
invention, le promoteur retenu peut 6tre modifie par deletion, mutation, substitution 
et/ou addition de nucleotides. 

30 Selon un mode de realisation tout k fait prefere, une lignee de complementation selon 
l'invention est derivee d'une lignee cellulaire acceptable d*un point de vue 
pharmaceutique. Par "lignee cellulaire acceptable d*un point de vue pharmaceutique H , on 
entend une lignee cellulaire caracterisee (dont on connait Torigine et Thistoire) et/ou 
ayant d€jk it& utilisee pour la production a grande echelle de produits destines a un usage 

35 humain (constitution de lots pour des essais cliniques avances ou de lots destines k la 
vente). De telles lignees sont disponibles dans des organismes tels que TATCC. A cet 
egard, on peut mentionner les lignees de rein de singe vert d'Afrique Vero, de rein de 
hamster dort ou syrien BHK, humaine derivee d*un carcinome de poumon A549, 
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humaine pulmonaire MRC5, humaine pulmonaire W138 et d'ovaire de hamster chinois 
CHO. 

D'une maniere alternative, une lignee de complementation selon 1'invention peut deliver 
5 de cellules primaires et notamment de cellules de retine pr6Ievees d*un embryon humain. 

L'invention conceme egalement un precede de preparation d'une particule adenovirale 
selon l'invention, selon lequel : 

10 - on introduit un vecteur adenoviral selon l'invention dans une lignee de 

complementation capable de complementer en trans ledit vecteur, de 
maniere a obtenir une lignee de complementation transferee, 

on cultive ladite lignee de complementation selon des conditions 
IS appropriees pour permettre la production de ladite particule adenovirale, 

et 

on r&upere ladite particule dans la culture cellulaire. 

20 Bien entendu, la particule adenovirale peut etre recuperee du surnageant de culture mais, 
egalement des cellules selon les protocoles conventionnels. 

D*une maniere preferee, un precede selon l'invention met en oeuvre une lignee de 
complementation selon l'invention. 

25 

L'invention a egalement pour objet hisage therapeutique ou prophylactique d*un vecteur 
adenoviral, d*une particule d'adenovirus, d'une cellule eucaryote hote ou d'une lignee de 
complementation selon Tinvention. 

30 La presente invention est enfin relative a une composition pharmaceutique comprenant a 
titre d'agent therapeutique ou prophylactique un vecteur adenoviral, une particule 
d'adenovirus, une cellule eucaryote ou une cellule de complementation selon Tinvention, 
en association avec un support acceptable d*un point de vue pharmaceutique. 

35 La composition selon Tinvention, est en particulier destinee au traitement preventif ou 
curatif de maladies telles que : 
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des maladies g£netiques, comme Themophilie, la mucoviscidose ou la 
myopathic, celle de Duchene et de Becker, 

des cancers, comme ceux induits par des oncogenes ou des virus, 

des maladies retrovirales, comme le SIDA (syndrome de 
Timmunod£ficience acquise resultant de Tinfection par le VIH), et 

des maladies virales recurrentes, comme les infections virales provoquees 
par le virus de Therp&s. 

Une composition pharmaceutique selon Tinvention peut etre fabriquee de maniere 
conventionnelle. En particulier, on associe une quantity th6rapeutiquement efficace d*un 
agent therapeutique ou prophylactique k un support tel qu*un diluant. Une composition 

IS selon Tinvention peut etre administree par aerosol ou par n'importe quelle voie 
conventionnelle en usage dans le domaine de Tart, en particulier par voie orale, sous- 
cutan£e, intramusculaire, intraveineuse, intraperiton&le intrapulmonaire ou intra-! 
trachdale. L'administration peut avoir lieu en dose unique ou rep£t£e une ou plusieursj 
fois apres un certain delai d'intervalle. La voie ^administration et le dosage appropries 

20 varient en fonction de divers parametres, par exemple, de Tindividu traite ou de la 
maladie k traiter ou encore du ou des gene(s) d'interet k transferer. D'une maniere 
generale, une composition pharmaceutique selon Tinvention comprend une dose 
d'ad&iovirus selon Tinvention comprise entre 10 4 et 10 14 , avantageusement 10 5 et 10 13 
et de preference 10 6 et 10 11 . Une composition pharmaceutique, en particulier a visee 

25 prophylactique, peut comprendre en outre un adjuvant acceptable d*un point de vue 
pharmaceutique. 

L'invention s'etend egalement k une methode de trahement selon laquelle on administre 
une quantity thfrapeutiquement eflBcace d\m vecteur adenoviral, d'une particule 
30 adenovirale, d'une cellule eucaryote ou d'une lignde de complementation selon Tinvention 
a un patient ayant besoin d*un tel traitement. 

La presente invention est plus completement decrite en reference aux Figures suivantes 
et a Taide des exemples suivants. 

35 

La Figure 1 est une representation schematique du genome de {'adenovirus humain de 
type 5 (represent^ en unites arbitraires de 0 k 100), indiquant Templacement des 
difffcrents genes. 



10 
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La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTG6546. 
La Figure 3 est une representation schematique du vecteur pTG6581. 

5 

La Figure 4 est une representation schematique du vecteur pTG6303. 

La Figure 5 est une representation schematique des vecteurs pTG1660 et pTG1661. 

10 La Figure 6 est une representation schematique des vecteurs pTG1653, pTG1654 et 
pTG1655. 

La Figure 7 est une representation schematique du vecteur pTG5913. 
15 La Figure 8 est une representation schematique du vecteur pTG8512. 
La Figure 9 est une representation schematique du vecteur pTG8513. 
La Figure 10 est une representation schematique du vecteur pTG8514. 

20 

La Figure 11 est une representation schematique du vecteur pTG8515. 
"EXEMPLES 

25 Les exemples suivants n'illustrent qu*un mode de realisation de la presente invention. 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques generales de 
genie g6netique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et al., (1989, 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). 

30 L'ensemble des etapes de clonage mettant en oeuvre des plasmides bacteriens est realise 
par passage dans la souche Escherichia coli (E coti) 5K ou BJ, alors que celles qui 
mettent en oeuvre des vecteurs derives du phage M13 sont realisees par passage dans R 
coli NM 522. En ce qui conceme les etapes d'amplification par PCR, on applique le 
protocole tel que decrit dans PCR Protocols-A guide to methods and applications, 

35 (1990, edite par Innis, Gelfand, Sninsky and White, Academic Press Inc.). 

D'autre part, les cellules sont transfectees selon les techniques standards bien connues de 
Vhomme du metier. On peut citer la technique au phosphate de calcium (Maniatis et al., 
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supra). Mais d'autres protocoles permettant d'introduire un acide nucleique dans une 
cellule peuvent egalement etre employes, tels que la technique au DEAE dextran, 
l'electroporation, les methodes basees sur les chocs osmotiques, la microinjection d*une 
cellule s£lectionnee ou les methodes basees sur Pemploi de liposomes. 

5 

Les fragments inseres dans les differentes constructions decrites ci-apres, sont indiqu6s 
precis&nent selon leur position dans la sequence nucleotidique : 

du genome de TAdS telle que divulgu£e dans la banque de donnees 
10 Genebank sous la reference M73260, 

du genome de Tadenovims de type 2 (Ad2), telle que divulguee dans la 
banque de donnees Genebank sous la reference J01949, 

! 

15 du genome du virus SV40 telle que divulguge dans la banque de donnees 

Genebank sous la reference J02400. 

i 

EXEMPLE 1 ; Generation d*un adenovirus "attend" com prenant une delation d'unel 
panie de la region d'fincapsidatipil 

20 

1- Construction dun vecte ur "attenui" comprenant une diUtion du nucleotide [££ 
au nucleotide 273 de la rjgign d'encapsidation 

On construit un vecteur comprenant 

25 

riTR 5' du genome de 1'AdS (du nucleotide 1 au nucleotide 103), 

la region d'encapsidation de TAdS comprise entre les nucleotides 104 a 458 dans 
laquelle la portion allant du nucleotide 184 au nucleotide 273 est deletee et la 
30 thymine (T) en position 176 est modifiee en une cytosine (C) afin de creer un ate 

de restriction AaiR, 

une cassette depression d'un gene d'interSt comprenant de 5 1 vers 3 1 le MLP de 
l'Ad2 (nucleotides 5779 a 6038), les sites de restriction KpnVXbal-Hindm et 
BamHL, PADNc humain codant pour la proteine CFTR, (la composition en acides 
amines correspond a la sequence publiee par Riordan et al, 1989, Science, 245, 
1066-1073 ; a 1'exception &une valine a la place de la methionine en position 470), 
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les sites Psfl, Xhol et Sail et enfin le signal de terminaison de la transcription du 
virus SV40 (nucleotides 2665 a 2538), et 

le fragment du genome de 1'AdS s'etendant du nucleotide 3329 au nucldotide 6241. 

5 

Dans un premier temps, on clone entre les sites EcoBI et EcoKV du vecteur M13TG131 
(Kieny et al., 1983, Gene, 26, 91-99) le fragment EcoBI Smal isole de pMLPll. Cette 
construction est issue de pMLPIO (Levrero et al., 1991, Gene, 101, 195-202) et difiere 
du vecteur parental par rintroduction d"un site Smal au niveau du site HindBl. On 

10 obtient le vecteur M13TG6501. Celui-ci est sounds a une mutagenese dirigee afin de 
deleter les sequences comprises entre les nucleotides 184 a 273 de la region 
d'encapsidation. La mutagenese dirigee est realisee a l'aide d*un kit commercial 
(Amersham) selon les recommandations du fournisseur, et met en oeuvre 
l'oligonucleotide OTG4174 reporte dans l'identificateur de sequence n°l (SEQ ID NO: 

15 1). Le vecteur mute est designe M13TG6502. La region d'encapsidation ainsi deletee est 
reintroduite sous forme dto fragment EcoBI-BglO, le site Bgia etant rendu franc par 
traitement a l'ADN polymerase Klenow, dans le vecteur pMLPll digere par EcoBI et 
Smal. 

20 Le vecteur obtenu, pTG6500, est digere partiellement par PsO, traite a l'ADN 
polymerase du phage T4 puis digere par PvuL On insere dans ce vecteur le fragment 
Pvul-Hpal isole de pTG5955 (derive de pMLPll). Ce fragment comporte le signal de 
terminaison de la transcription du virus SV40 et la partie du genome de 1'AdS s'etendant 
du nucleotide 3329 au nucleotide 6241. Le vecteur pTG6505 ainsi genere est digere 

25 partiellement par Sphl, traite a l'ADN polymerase du phage T4 et religue, ceci afin de 
detruire le site Sphl situe en 5' du polylinker. D resulte le pTG651 1, dans lequel on clone, 
apres digestion par BamHL et traitement a l'ADN polymerase Klenow, l'ADNc CFTR 
humain sous forme d*un fragment aux extremites franches genere par digestion Xhol et 
Aval et traitement a l'ADN polymerase Klenow. On obtient pTG6525. A titre indicatif, 

30 l'ADNc CFTR est isol6 d*un plasmide de 1'art anterieur, tel que pTG5960 palemans et 
al., 1991, Nature, 354, 526-528). 

2. Construction d'un vecteur "attimti" com prenant une dilition du nucleotide 270 
au nucleotide 346 de la retrion d'encapsidation. 

35 

Le vecteur M13TG6501 est soumis a une mutagenese dirigee mettant en oeuvre 
l'oligonucleotide OTG4173 (SEQ ID NO: 2). Puis le fragment mute est reintroduit dans 
pMLPll, comme indique precedemment, pour generer le vecteur pTG6501. Ce dernier 
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est digere par Sphl, traite a l'ADN polymerase du phage T4, puis par Pvul. On obtient 
pTG6546 (Figure 2) par clonage du fragment Pvul-Kpnl (le site Kpnl ayant ete rendu 
franc) isole de pTG6525 et comportant l'ADNc CFTR humain. 

5 3 - Constructi on dun vecteur "attenui" comprenant une delation du nucleotide 287 
au nucleotide 3 58 de la rigion d'encapsidation . 

Le vecteur M13TG6501 est soumis a une mutagenese dirigee afin de deleter les 
sequences comprises entre les nucleotides 287 et 358 de la region d'encapsidation et de 

10 modifier les thymines en position 275 et 276 en guanines pour introduire un site NcdL La 
mutagenese est realisee a 1'aide de 1'oligonucleotide OTG4191 (SEQ ID NO: 3) pour 
donner M13TG6507. Ce dernier est clive par BglO, traite a l'ADN polymerase Klenow 
puis digere par EcdRl et on purifie le fragment correspondant mut6 que I'on introduit 
dans pMLPll digere par EcdRI et Smdl. On genere pTG6504, duquel on isole le 

15 fragment Sphl (site rendu franc par traitement a l'ADN polymerase du phage T4)-Pv»I 
que Ton insere entre les sites Apnl (rendu franc par traitement a la T4 polymerase) et 
Pvul de pTG6511. On obtient pTG6513 qui est traite par Bearim et l'ADN polymerase 1 
Klenow avant dlnserer le fragment Aval et Xhol de pTG5960 pour donner pTG6526. | 

20 4. Qineration d'un adenovirus recombinant def ectifet attinue*. 

Les adenovirus defectifs recombinants sont geneies par co-transfection dans les cellules 
293 de soit pTG6525, pTG6526 ou pTG6546 Unearise par Clal et d'ADN genomique de 
l'Ad-dl324 (Thimmappaya et al., 1982, Cell, 31, 543-551) egalement digere par Clal, de 
25 maniere a generer un virus recombinant par recombinaison homologue. Apres 8 a 10 
jours, les plages individuelles sont isolees, amplifiees dans les cellules 293 et analysees 
par cartographie de restriction. Des stocks viraux (AdTG6525, AdTG6526 et 
AdTG6546) sont constitues et leur titre determine selon les techniques conventionnelles. 

30 Le virus AdTG6546 est place en situation de competition par co-infection avec 1'Ad- 
CFTR (Rosenfeld et al., 1992, Cell, 68, 143-155) qui comporte une region 
d'encapsidation de type sauvage. On infecte les cellules 293 par 5 ufp (unit6 formant des 
plages) d'Ad-CFTR et 5 ufp d'AdTG6546 par ceUule. On isole en parallele l'ADN viral 
total par la methode de Hirt (Gluzinan et Van Doren.1983, J. Virol., 45, 91-103) et 

35 l'ADN viral encapside apres traitement des cellules avec 0,2 % deoxydrolate puis avec 
10 ug/ml de deoxyribonuclease (DNase) L pour diminer les ADN non proteges dans les 
virions. Alors que la quantite d'ADN total d'Ad-CFTR et d'AdTG6546 est identique, il y 
a environ 3 fois moins d'ADN d'AdTG6546 que d'ADN d'Ad-CFTR encapside. 
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On mesure !e niveau d'expression de la proteine CFTR dans les extraits cellulaires de 
cellules 293 infectees par AdTG6546. L'analyse est effectuee par Western blot selon la 
technique ddcrite dans Dalemans et al. (1991, Nature, supra) en mettant en oeuvre 
5 Tanticorps monoclonal MATG1031. Mais, tout autre anticorps reconnaissant des 
epitopes antigeniques de la proteine CFTR peut etre utilise. On revele un produit d*une 
masse moleculaire attendue d'environ 170 fcDa. A titre indicatif, le niveau de production 
est a peu pres equivalent a celui obtenu dans les extraits cellulaires infectes par le virus 
non attdnug Ad-CFTR. 

10 

EXEMPLE 2 : Generation d*un adenovirus defectif delete de la region E1A et de 
rintggralte des sequen ces codant pour les proteines precoces de la region E1B.. 

1. Obtention d'un adenovirus recombinant pour Vexpression de la proline CFTR 
15 (AdTG6581) 

Un tel adenovirus est gen£re a partir d ! un vecteur plasmidique pTG6581 comprenant de 
5' vers 3* : 

20 - 1TIR 5' de 1'AdS (des nucleotides Ik 103), 

la region d'encapsidation de TAdS (des nucleotides 104 a 458), 

une sequence nucleotidique exogene comportant une cassette d'expression, laquelle 
25 comprend les elements suivants : 

* le MLP de PAd2 (nucleotides 5779 k 6038), suivi des trois leaders tripartites 
egalement de l'Ad2 (nucleotides 6039-6079 ; nucleotides 7101-7175 ; 
nucleotides 9637-9712) ; ces leaders sont inclus afin d'augmenter l'efficacite 

30 de traduction des sequences inser6es en aval, 

* un polylinker comprenant de 5' vers 3' les sites de restrictions Xbal, HindHL y 
BamHL EcoKV, Hpal et Nod utilisables pour le clonage d'un gene d'interet, 

35 * un gene d'interet, comme le gene codant pour la proteine CFTR, 

* le signal de terminaison de la transcription isoie du virus SV40 (nucleotides 
2543 k 2618), 
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- la portion du genome adenoviral de l'Ad5 allant des nucleotides 4047 i 6241. 

Le fragment du genome de TAdS s'etendant du nucleotide 4047 au nucleotide 4614 est 
5 amplifte par PCR a partir de l'ADN gdnomique d'AdS. La reaction PCR met en oeuvre 
l'amorce sens OTG5021 (SEQ ID NO: 4), comprenant en son extremity 5' un site BamSL 
destine k faciliter les etapes de clonage ult&ieures, et l'amorce anti-sens OTGS1S7 (SEQ 
ID NO: 5.) Le fragment ainsi g£n6re est traite & l'ADN polymerase Klenow, avant d'etre 
clone dans le site Smal de M13mpl8 (Gibco BRL), donnant lieu au M13TG6517. La 
10 sequence du fragment gener£ par PCR est verifige selon la methode enzymatique 
classique (Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463). 

Par ailleurs, le fragment PvuVSmal est isote de pMLPl 1. II est clon6 entre les sites Pvul 
et Kpnl de pTG6Sll (exemple 1.1), le site Kpnl ayant 6t6 rendu franc par un traitement 
15 & TADN polymerase du phage T4 selon les m&hodes standards. On g£n&re ainsi le 
vecteur pTG6547. 

i 

Ce dernier est dig6r6 par les enzymes Sail et BsfXl et ligue a deux fragments, d*une part! 
le fragment BamHl-BsfXl purifie de M13TG6517 et, d'autre part, le fragment ATioI- 

20 BglTL de pTG6185. Ce dernier comprend notamment le signal de terminaison de la 
transcription du virus SV40 encadre par les sites de restriction Xhol et BglR. Mais, tout 
autre plasmide comportant la meme sequence de terminaison et des sites de restriction 
adequates pourrait etre utilise. On obtient le vecteur pTG6555, dans lequel on insere 
dans le site unique BamHL un adaptateur contenant deux sites de restriction genfrant des 

25 extrtmites franches, EcdKV et HpaV Cet adaptateur provient de la reassociation des 
oligonucleotides OTG5564 et OTG5565 (SEQ ID NO: 6 et 7). On obtient pTG6580. 
Enfin, le fragment SacI-PstI de pTG6525 dont les extremites oht €t& rendues franches et 
comportant PADNc CFTR humain, est clon6 dans le site EcdKV de pTG6580. On 
genfcre pTG6581 (Figure 3). 

30 

L'ad6novirus recombinant correspondant AdTG6581 est g6nere par co-transfection de 
pTG6581 et Ad dl324 clives par Clal dans une lignte de complementation pour la 
fonction El, comme la lignte 293 ou une lignee de I'exemple 6, selon le protocole 
classique. 

35 

2. Obtention cTun adenovirus recombinant pour Vexpression de VIFNy. 
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Le vecteur pTG6303 (Figure 4) est obtenu par clonage dans le site Hpal de pTG6580 du 
fragment Hpal-Smal de M13TG2437. Ce dernier provient du clonage dans un vecteur 
M13TG130 (Kieny et al., 1983, supra) du gene codant pour l'interferon gamma (IFNy) 
dont la sequence est telle que specifiee dans Gray et al. (1982, Nature, 295, 503-508). 
5 L'ad6novirus recombinant AdTG6303 est obtenu selon les techniques classiques par 
recombinaison homologue resultant de la co-transfection de pTG6303 et de 1'Ad d!324 
linearise par C/al dans une lignee de complementation pour la fonction El. 

3- Construction dun adinavirus dileti de la rMnn El et dans leauel la rMnn fi g 
10 est olacde sous le contrSle d'vn pro moteur constitutff. 

Le vecteur pTG1670 est obtenu par clonage entre les sites AatH et BamHl du vecteur p 
polyH (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201), d\in fragment PCR comportant le LTR3' 
(Long Terminal Repeat) du virus RSV (Rous Sarcoma Virus). La reaction PCR met en 
15 oeuvre le vecteur pRSV/L (De Wet et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7, 725-737) a titre de 
matrice et les amorces OTG5892 et OTG5893 (SEQ ID NO: 8 et 9). 

Par affleurs, la partie 5' de la region E3 (nucleotides 27588 a 28607) est amplifiee par 
PCR a partir du vecteur pTG1659 et a 1'aide des amorces OTG5920 et OTG5891 (SEQ 

20 ID NO: 10 et 1 1). Ce dernier est construit en plusieurs etapes. Le fragment BamHl-AvrU. 
(nucleotides 21562 a 28752) est obtenu de I'ADN genomique d'Ad5 puis clone entre les 
memes sites de pTG7457 pour generer pTG1649. Le vecteur pTG7457 est un pUC19 
(Gibco BRL) modifie au niveau du polylinker de maniere a contenir notamment un ate 
AvrE. Puis on introduit le fragment EcoBl (Klenow)-^vrll de M13TG1646 (exemple 8) 

25 dans pTGl 649 clive par AvrTL-Ndel (Klenow), ce qui donne le vecteur pTG165 1 . Enfin, 
pTG1659 est genere par rinsertion du fragment AvrH (nucleotides 28752 a 35463) 
purine de I'ADN genomique d'Ad5 dans pTG1651 linearise par AvrTL Le fragment PCR 
est integre entre les sites X&al et BamHl et de p poly H, pour donner pTG1671. On 
insere ensuite dans le site Aafll de ce dernier, un fragment £coRV-.<4a/II obtenu de 

30 pTG1670, pour donner pTG1676. 

Le fragment £coRI de l'Ad5 correspondant aux nucleotides 27331 a 30049, est isole a 
partir d"une prdparation d'ADN genomique et sous-clone dans le pBluescript-Sk+ 
(Stratagene) prealablement clive par £coRL On obtient pTG1669. Celui-ci est mute (kit 
35 Amersham) par introduction d"un site BamHl soit en position 27867 (oligonucleotide 
mutagene OTG6079 ; SEQ ID NO: 12) ou en position 28249 (oligonucleotide mutagene 
OTG6080 ; SEQ ID NO: 13). On obtient respectivement pTG1672 et pTG1673. On 
isole du vecteur pTG1676, le fragment BamHL-Bsim comportant le LTR 3' de RSV 
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suivi de la partie 5' de la region E3 et on Tinsere entre les sites BamHI (position 27331 
ou 30049) et BsiVf (position 28390) des vecteurs obtenus k l'etape precedente pour 
generer pTG1977 et pTG1978. Puis le fragment £coRI obtenu de chacun de ces deux 
vecteurs est integre dans pTG1679, en remplacement du fragment EcoRl sauvage. On 
5 obtient pTG1679-E3+. A titre indicate le vecteur pTG1679 resulte du clonage du 
fragment BsiER-Kpril (site rendu franc par traitement 4 la T4 polymerase) de pTG6590 
(exemple 3.1) entre les sites BsfETL-BamHl (site rendu franc par traitement a la Klenow 
polymerase) de pTG6584 (exemple 3.1). 

10 On genere une particule d'adeno virus par recombinaison homologue dans une Hgn6e de 
complementation pour la fonction El, entre le fragment AafU de pTG1679-E3+ et un 
vecteur adenoviral tel que l'Ad dB24 ou Ad-RSVP-gal. Ce dernier contient le gene de la 
0-galactosidase k la place de la region El (Stratford-Perricaudet et al., 1992, J. Clin. 
Invest., 90, 626-630). ■ J 

15 

EXEMPLE 3 : Construction d'un vecteur ade noviral recombinant k capacity de clonage 
amflioree par deletion partielle des regions El et E3 j 

1. Construction de dTG6590AE3 ' 

20 

Le fragment portant la partie du genome de 1'AdS comprise entre les nucleotides 27325 
et 27871, est amplifie par PCR a partir d*une preparation d'ADN genomique d'AdS et k 
1'aide des amorces OTG6064 et OTG6065 (SEQ ID NO: 14 et 15). OTG6065 comprend 
a son extremite 5' un site BsmU egalement present dans la region E3 (en position 30750). 

25 

Le fragment amplifie est clone dans le site iSwal de M13mpl8, pour donner 
M13TG6523. Le fragment EcoRI-BsmI est isoie de ce dernier pour gtre introduit dans le 
vecteur pTG6590 clive par les memes enzymes. On obtient pTG6590A3, lequel contient 
la partie 3' du genome adenoviral (des nucleotides 27082 k 35935) deietee de la region 

30 E3 comprise entre les nucleotides 27872 k 30740, alors que pTG6590 est delete d*une 
partie plus petite de la region E3 (position 28592 a 30470). Le vecteur pTG6590 est 
obtenu de la fa?on suivante : on genere par PCR un fragment s'etendant des nucleotides 
35228 a 35935 (comportant 1TTR 3*) a partir d*une preparation genomique d'AdS et a 
Taide des amorces OTG5481 et OTG5482 (SEQ ID NO: 16 et 17). Celui-ci est, ensuite, 

35 clone dans le site Smal de M13mpl8 pour donner M13TG6519. D'autre part, le vecteur 
pTG6584 est digere yaiXbal puis religue afin d'eliminer le fragment correspondant de la 
region E3. On obtient pTG6589, lequel est dive par BamHI, traite k la Klenow puis 
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dig£r£ par BstBL On introduit dans le vecteur ainsi trait* le fragment EcdRl (Klenow)- 
BslEU puriffc de M13TG6519, pour g&ierer pTG6590. 

A titre indicatif, le vecteur pTG6584 est un vecteur pUC19 (Gibco BRL) qui contient les 
5 sequences d*AdS s'etendant du site unique Spel (position 27082) jusqu'au dSbut de la 
region promotrice de la region E4 (position 35826). II est obtenu par digestion de 
pTG1659 (exemple 2.3) par Sail et Spel, traits a PADN polymerase Klenow puis 
religation. 

10 2. Construction d'un vecteur adenoviral dilM de la ripo n El et de la partie de 
E3 n'exprimant pas la nrotHne epl9kDa 

La partie de la region £3 de VAdS codant pour la gpl9kDa (nucleotides 28731 k 29217) 
est obtenue par PCR & partir d*une preparation d'ADN genomique d*Ad5 et en mettant en 

15 oeuvre les amorces OTG5455 et OTG5456 (SEQ ID NO: 18 et 19). Le fragment genere 
est introduit dans le site Smal de M13mpl8 pour donner M13TG6S20. On isole le 
fragment EcdRI-Xbal de ce dernier, que Ton clone dans le site AatU de pTG1670 
(exemple 2.3), les sites ayant 6te rendus francs par traitement £ 1'ADN polymerase 
Klenow. Puis, le fragment Xbal purifte du vecteur de Wtape precedente est insere dans le 

20 site Xbal du vecteur pTG6590AE3 (exemple 3.1.). 

3. Obtention de varticules adinovirales. 

Les particules virales recombinantes sont obtenues par ligation des fragments Spel isol& 
25 de 1'ADN genomique d'AdTG6303 ou AdTG6581 et de Pun ou 1'autre des vecteurs des 
exemples 3.1 et 3.2. Puis, le melange de ligation est transfecte dans une lignee de 
complementation pour la fonction El. 

EXEMPLE 4 : Construction d'un adenovirus delete des regions El et E4 

30 

On amplifie les parties du genome adenoviral s'etendant des nucleotides 31803 a 32799 
et 35827 k 35935 a partir dHine preparation d'ADN genomique d'AdS et des amorces 
OTG5728 et OTG5729 (SEQ ID NO: 20 et 21) et OTG5730 et OTG5481 (SEQ ID 
NO: 22 et 16) respectivement. Apres une dizaine de cycles d'amplification, la reaction est 
35 poursuivie a partir d*une aliquote des deux melanges r^actionnels en mettant en oeuvre 
les oligonucleotides OTG5728 et OTG5781. Le fragment amplifie s'etend des 
nucleotides 31803 a 3S93S avec une deletion de rintdgralite de la region E4 (positions 
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32800 k 35826). Apres digestion par£coRI et Hindni, il est clone entre les memes sites 
de M13mpl8 pour donner M13TG6521. 

M13TG6521 est digert par EcdRl, traite k PADN polymerase klenow puis dive par 
5 BstXL Le fragment de 0,46 kb comportant 1'ITR 3* est insere entre le site BamHL rendu 
franc par traitement k l'ADN polymerase klenow et le site BsfXL de pTG6584 (exemple 
3.1). On obtient pTG6587, qui est d\g€r6 par Xbal puis religue sur lui-meme, pour 
donner pTG6588 (delation de E3). 

10 On introduit dans le site Pad de pTG6588 un fragment d'ADN synthetique provenant de 
la r6association des oligonucleotides OTG6060, OTG6061, OTG6062 et OTG6063 
(SEQ ID NO: 23 a 26). II r^sulte pTG8500 dans lequel les signaux de terminaison de la 
transcription des g&nes tardifs LS sont ameiior6s. 

IS On genere une particule adenoviral (AdAE4) dont le genome est delete de Tintegralite 
de la region E4 (nucleotides 32800 k 3S826) et du fragment Xbal de la region E3 
(nucleotides 28592 k 30470), par ligation des fragments Spel isotes de pTG8500 oul 
pTG6588 et de TAd5. Le melange de ligation est transfectS dans une lignee cellulaire de| 
complementation pour la fonction E4, par exemple la lignee W162 (Weinberg et Ketner, 

20 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80 9 5383-5386). On obtient un adenovirus defectif 
pour les fonctions El et E4 (AE1, AE4) par transfection dans une lignee de 
complementation pour El et E4 (par exemple la lignee de Texemple 8) du melange de 
ligation entre le gdnome de PAd dl324 et le plasmide pTG8500 ou pTG6588 linearise par 
Spel 

25 

D'autre part, on peut egalement proceder de la maniere suivante. On clone le fragment 
Spel-SccH isoie de pTG1659 (exemple 2.3) dans le vecteur pTG6588 clive par ces 
memes enzymes, pour obtenir pTG6591. Ce dernier comporte les sequences de 1'AdS des 
nucleotides 21062 a 35935 mais, comme precedemment, deletees de 1'integralite de la 
30 region E4 et du fragment Xbal de la region E3. On introduit dans le vecteur pTG6591 
digere par PacI, le fragment d'ADN synthetique decrit d-dessus et on genere pTG6597. 
Les particules adenowales peuvent etre obtenues par recombinaison homologue entre 
TADN genomique de PAd dl324 clive par Spel et les plasmides pTG6591 ou pTG6597 
clive par BamHl. 

35 

EXEMPLE 5 : Construction d*un virus "minimum" _ _ 
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Un vecteur adenoviral dit "minimum 11 est constitue par clonage dans un plasmide des 
elements suivants : 

ITTR 5' de 1'AdS (des nucleotides 1 a 103) ; 

5 

la region d'encapsidation de TAdS (des nucleotides 104 a 458) ; 

une sequence nucldotidique exogene comprenant : 

10 * un premier gene d'interet therapeutique place de preference sous le controle 

de son propre promoteur afin d'obtenir une regulation de 1'expression la plus 
proche possible de la regulation natureile, 

* un deuxieme gene d'interet constitue du gene TK-HSV-1, et 

15 

* de maniere facultative, des sequences nucieotidiques quelconques ajoutees 
pour des raisons d'efficacite de replication ou d'encapsidation de maniere & ce 
que la taille totale du genome a encapsider soit comprise entre 30 et 36kb ; 

20 * les sequences codant pour la proteine Gal4 de Saccharomyces cerevisiae 

(Laughon et Gesteland, 1984, Mol. Cell. Biol., 4, 260-267) placees sous le 
controle d*un promoteur fonctionnel dans une cellule eucaryote superieure ; 
et 

25 - ITTR 3' de VAd5 (des nucleotides 35833 & 35935). 

L'assemblage de ces dtfierents elements est realise selon les techniques standards de 
biologie moleculaire. L'obtention de virions infectieux comprenant un tel vecteur se fait 
comme decrit precedemment dans une lignee de complementation de 1'exemple 7. 

30 

EXEMPLE 6 : Constitution &une cellule de complementation capable de complementer 
ewfronslafonction El. 

1. Constitution d'une cellule de compUmentation comprenant la region El des 
35 nucleotides 100 a 5297 fpTG6533) 

Celle-ci comporte : 
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une cassette ^expression du gene pac, lequel est place sous le contrdle du 
promoteur precoce "du vims SV40 (nucleotides 5171 4 5243) et comprend en 3' le 
signal de terminaison de la transcription de SV40 (nucleotides 2543 a 2618). Le 
gene pac utilise correspond a un fragment allant du nucleotide 252 au nucleotide 
5 905 de la sequence divulguee par Lacalle et al. (1989, Gene, 79, 375-380) et 

comportant 4 mutations par rapport a la sequence publiee (C en position 305 
remplace par A ; C en position 367 remplac£ par T ; insertion dto G en position 
804 ; deletion d*un G en position 820), 

10 - un fragment du genome de l'Ad5 allant des nucleotides 100 a 5297. Ce fragment 
comprend les regions E1A et E1B munies de leur propre promoteur et de leur 
signal de terminaison de la transcription ainsi qu*une fraction de la region E2, 
recouvrant ainsi les sequences codant pour la proteine DC - A titre indicate il 
semble que la lignee 293 ne soit pas capables de produire une proteine DC 

15 fonctionnelle. 

La construction est realisee en plusieurs etapes detaillees ci-apres. Le vecteur p polyUI- 
I* (Lathe et al., 1987, Gene, 57, 193-201) est sounds a une digestion par les enzymes 
-«4ccl et EcdRI. On clone dans le vecteur ainsi traits le fragment EcoBl-Clal isol6 du 
20 plasmide pTG6 1 64. On obtient le vecteur pTG6528. 

Le plasmide pTG6164 est issu de pLXSN (Miller D, 1989, Bio/Techniques, 7, 980) et 
comprend le gene pac plac* sous le controle du promoteur precoce du virus SV40. 
Brievement, le fragment HintER-Kpnl de pLXSN est introduit dans M13TG131 pour 

25 produire M13TG4194. On insere dans ce dernier, digere par Nhel et Kpn\ le fragment 
Nhel-Kpril de pMPSV H2 K IL2R (Takeda et al., 1988, Growth Factors, J, 59-66) pour 
produire M13TG4196. Celui-ci est digere par HindKL-Kpnl et on clone le fragment issu 
dune digestion HindSD. et dHme digestion partielle Kpril et purifie de pLXSN. On obtient 
pTG5192. Ce dernier est digert par Hindm et partieUement par Nhel et on introduit ie 

30 fragment HindDl-Nhel de pBabe Puro (Land et al., 1990, Nucleic Acids Res., 18, 3587), 
dormant lieu a pTG6164. 

Le vecteur pTG6528 est digert par Psd et on introduit au niveau de ce site le fragment 
PstI isote de pTG6185 (exemple 2.1) comportant le signal de terminaison de la 
35 transcription de SV40. On obtient pTG6529. Ge dernier est sounds a une digestion 
EcoBl-Hpal et ligue a deux fragments, dune part un fragment BspEl-Bcgl (positions 
826 a 5297) purifte de 1'ADN g^nomique d'AdS et d'autre part un fragment geneiS par 
PCR aux extremites EcdBl et BspEl, pour donner pTG6531. Le fragment PCR est 



WO 94/28152 



32 



PCT/FR94/00624 



genere par amplification genique a partir de l'ADN genomique d'AdS et des amorces 
OTG4564 ct OTG4565 (report^ dans les SEQ ID NO: 27 et 28). Le fragment amplifid 
est digere par les enzymes EcdBl et BspEl et mis en ligation comme indique dans le 
paragraphe prdcldent. 

5 

Le vecteur pTG6531 comprend les 2 unites de transcription (celle de la region £1 et 
celle du gene pac) dans la meme orientation. Pour eviter des interferences au niveau de la 
transcription, on les place dans une orientation tete beche (reverse ftine par rapport a 
l'autre) en traitant le pTG6531 par BamHl et en religant. Le vecteur pTG6533 
10 correspond k un clone pr6sentant 1'orientation reverse des deux unites. 

Le vecteur pTG6533 est transfecte dans une lignee cellulaire mammifSre, par exemple la 
lignee Vero (ATCC, CCL81) ou AS49 (ATCC, CCL18S) par la technique au phosphate 
de calcium. Les cellules transferees sont cultivees selon les recommandations du 

15 fournisseur et sont placees 24 heures apres la transfection en milieu selectif contenant de 
la puromycine (concentration 6 ng/ml). On selectionne les clones resistants sur lesquels 
on evalue Texpression des genes de la region El afin de determiner le clone le plus 
producteur, qui pourra etre utilise a titre de lignee de complementation pour la « 
preparation d'un adenovirus ddfectif pour la fonction El, tel que celui detail^ dans 

20 Texemple 2. 

On analyse Texpression des sequences codant pour les proteines precoces de la region El 
par Northern blot en utilisant des sondes appropriees marquees k Tisotope 32 P. La 
production des prot6ines cod6es par la region El A est d&ectee par immunoprecipitation 
25 apres marquage des cellules a l'isotope 35 S et k Taide d'un anticorps commercial 
(Oncogene Science Inc., reference DPI 1). 

On peut egalement verifier la capacite des produits d'expression de la region E1A & 
activer le promoteur de la region E1B (par analyse des ARNm E1B par Northern blot) 
30 ou k activer le promoteur de la region E2 (par dosage de l'activite enzymatique aprds 
transfection transitoire d'un plasmide •'reporteur" comprenant le gene CAT 
(Chloramphenicol Acetyl Transferase) plac6 sous le controle.du promoteur E2). 

Enfin, on peut infecter ces cellules par FAd-RSV-Pgal (Stratford-Perricaudet et al., 1992, 
35 supra) et titrer le virus par la technique agar des qu'on observe un effet cytopathique. En 
general, on procfide de la fa? on suivante : les cellules sont infectees k une moi 
(multiplicite d'infection) de 10. Environ 48 heures apres l'infection, TefFet cytopathique 
etant visible, on lyse les cellules et on dose Tactivitg p-galactosidase selon le protocole 
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conventionnel (voir par exemple Maniatis et al„ 1989, supra). Les clones positifs sont 
reinfectfe a une moi plus faible. 48 heures apres Finfection, on recolte le surnageant et les 
cellules selon les techniques classiques. On determine le titre viral par la methode sous 
agar en utilisant des cellules 293. Le rapport du titre obtenu sur le titre de depart 
5 constitue le facteur d'amplification. 

2 - Construction d'une limie de complementation nomorenant lg region El des 
nucleotides 505 a 4034 (vTG65S7. nTG655X dTG65S9 P TG6564 et nTG6565) 

10 Les vecteurs pTG6557, pTG6558 et pTG6559 comprennent : 

CO une cassette d'expression du gene pac (nucleotides 252 i 90S comme 
precedemment) sous le contrdle : 

I 

15 - du promoteur E2A de l f Ad2 (nucleotides 27341 a 27030) (dans 

pTG6558), 

du promoteur E2A de l'Ad2 d616t6 des sequences comprises entre les 
nucleotides 27163 4 27182 (pour pTG6557). Une telle mutation permet 
20 <te diminuer le niveau de base du promoteur E2A, sans affecter 

Tinductibilit^ par la proteine trans-activatrice codee par El A, ou 

du promoteur precoce SV40 pour pTG6559. 

25 Dans les trois cas, elle comporte egalement en 3 1 le signal de terminaison de la 
transcription du vims SV40 (nucleotides 2543 & 2618) ; et 

(ii) une cassette ^expression comportant la partie de la region El de TAd5 allant des 
nucleotides 505 k 4034. Cette portion du genome adenoviral contient Tintegralite 
des sequences codant pour les proteines pr6coces de la region E1A, le signal de 
terminaison de la transcription de IHmite El A, le promoteur E1B (inducible par la 
proteine trans-activatrice codee par El A) et Tintegralite des sequences codantes de 
la region E1B. Elle inclut egalement les sequences codant pour la proteine IX, qui 
chevauchent la region E1B. Cependant, elle est depourvue du promoteur de la 
region E1A et du signal de terminaison de la transcription des unites 
transcriptionnelles E1B et DC. Afin de permettre Pexpression des sequences de la 
region El, on introdutt en 5 1 du fragment adenoviral, le promoteur du gene murin 
PGK et en 3* le signal de terminaison de la transcription du gene B-globine de lapin 
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(nucleotides 1542 k 2064 de la sequenbe divulgu£e dans la banque de donn£e 
Genebank sous la reference K032S6). 

De maniere facultative, on peut £galement introduire des sequences nucleotidiques 
5 quelconques, par exemple isolees de pBR322 (Bolivar et al., 1977, Gtoe, 2, 95-113), 
entre les cassettes ^expression du g£ne pac et de la region El ; afin d'eviter d'eventuelles 
interferences transcriptionnelles. 

La construction de ces vecteurs s'effectue en plusieurs etapes reportees ci-dessous. 

10 

En premier lieu, on amplifie par PCR, la partie du genome de 1'AdS allant du nucleotide 
505 au nucleotide 826 k partir d*une preparation g^nomique et des amorces OTG5013 
qui comprend en 5' un site Psil utile pour les etapes de clonage ulterieures (SEQ ID NO: 
29) et OTG4565 chevauchant le site -RjpEl (SEQ ID NO: 28). Le fragment gen6r6 par 
15 PCR, est traits k l'ADN polymerase Klenow puis introduit dans le site Smal de 
M13mpl8 donnant lieu & M13TG6512. La sequence du fragment PCR est verifi£e. 

Le vecteur pTG6533 (exemple 6.1) est dig6r6 par les enzymes EcdRI et BspEl. On ligue 
ie vecteur ainsi traite avec, d*une part, le fragment Psil-BspEl isole de M13TG6512 et, 
20 d'autre part, le fragment Ec6RI~Pstl isole de pKJ-1. Ce dernier comprend la portion du 
promoteur du gene murin PGK, situ6e entre les nucleotides -524 et -19, dont la sequence 
est reportee dans Adra et al. (1987, Gene, 60, 65-74),. Cette &ape donne lieu au 
pTG6552 et permet d'inserer le promoteur du gene murin PGK en amont de la region El 
de TAd5 debutant au nucleotide 505. 

25 

Par ailleurs, le fragment Xhol-BamHL, dont Textremite generee par Xhol est rendue 
franche suite au traitement par 1'ADN polymerase Klenow, est purifie de pBCMG Neo 
(Karasuyama et al., 1989, J. Exp. Med., 169, 13-25). Ce fragment, qui comprend le 
signal de terminaison de la transcription du gene B-globine de lapin, est introduit entre les 

30 sites Smal et BamHL du vecteur p polyII-Sfi/Not-14* (Lathe et al., 1987, Gene, 57, 193- 
201). Le vecteur pTG6551 qui risulte, est quant k lui dig6r£ par les enzymes Sphl et 
£coRV afin dy inserer un fragment du genome de TAd5 allant du nucleotide 3665 au 
nucleotide 4034. Ce fragment est genere par PCR selon le protocole standard. On utilise 
une preparation d'ADN g£nomique d'AdS a titre de matrice et les amorces OTG5015 qui 

35 recouvre le site interne Sphl en position 3665 (SEQ ID NO: 30) et OTG 5014 
comprenant en 5 1 un site BglH (SEQ ID NO: 31). 
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Le fragment PCR est traite par TADN polymerase Klenow avant d'etre clon6 dans le site 
Smal de M13mpl8, generant M13TG6516. Apres verification de sa sequence, le 
fragment PCR est resorti par digestion par BglO, traitement a TADN polymerase Klenow 
et digestion par SphL II est insert entre les sites Sphl et EcoRV de pTG6551. D en 
5 rfeulte pTG6554. 

D'autre part, le vecteur pTG6529 (exemple 6.1) est sounds a une digestion par les 
enzymes Hpal et HindHL. On purifie le fragment de 2,9 kb comportant le g&ie pac suivi 
du signal de terminaison de la transcription du virus S V40. Celui-ci est ligue au fragment 
10 Smal-Hindm isote de pE2 Lac (Boeuf et al., 1990, Oncogene, J, 691-699) qui porte le 
promoteur E2A de l'Ad2. On obtient le vecteur pTG6556. De maniere alternative, il peut 
6tre ligue au fragment Smal-HindHI isole de pE2 Lac D9170 (Zajchowski et al., 1985, 
EMBO J., 4 % 1293-1300) qui porte le promoteur E2A mut6 de rAd2. On obtient, dans ce 
cas, pTG6550, ! 

15 

pTG6556 est digerS par les enzymes EcoKL et BamHL. On insere entre ces sites, le 
fragment EcdKl-Sacll isol6 de pTG6552 et le fragment SacH-BamHl isole de pTG6554t 
On obtient le vecteur pTG6558. La mSme &ape realisee sur pTG6550 et pTG1643 
(exemple 7. 1) genere pTG6557 et pTG6559 respectivement. 

20 

pTG6557 et pTG6558 sont digfres parJEcoRV, site unique situe entre les deux cassettes 
depression (gene pac et region El). On clone dans ce site, un fragment EcoRV-PvuIl 
de l,88kb isole de pBR322 (Bolivar et al., supra), afin ^eloigner les deux promoteurs. 
On genere respectivement pTG6564 et pTG6565. 

25 

Les vecteurs pTG6557, pTG6558, pTG6559, pTG6564 et pTG6565 sont transfectes 
dans la lignee cellulaire A549. Comme precedemment, on selectionne les clones resistant 
a la puromycine et on v&ifie Texpression de la region El. Les clones exprimant El sont 
destines a amplifier et propager des adenovirus dtfectifs pour la fonction El. La 
30 production des produits ^expression de El s'accompagne d'un effet cytotoxique mais 
l'analyse par Southern ne permet pas de mettre en evidence des rearrangements de 
vecteurs. Apres infection par TAd-RSV - Pgal, plusieurs clones sont capables d'amplifier 
le virus d*un facteur superieur a 100. 

35 3. Construction dune cellule de complementation inductible par la proteine Gal4 de 
Saccharomvces cerevisiae. 
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Ces vecteurs comprennent comme precedemment la partie de la region El de 1'AdS allant 
du nucleotide 505 k 4034. Cependant 1'expression des sequences de la region E1A est 
placee sous le controle d*un promoteur inductible constitute d'une part du promoteur 
minimal MLP d'Ad2 (TATA box et signal ^initiation de la transcription ; nucleotides -34 
5 a +33) et d'autre part d'une sequence d'activation du gene Gal 10 activable par la 
proteine Gal4. La sequence consensus d'activation de 17 nucleotides (17MX), qui 
correspond au site de fixation de Gal4 est specifiee dans Webster et al. (1988, Cell, 52, 
169). Le signal de terminaison de la transcription du g6ne de la p-globine de lapin est 
place en 3 1 de l f unit6 transcriptionnelle E1B. 

10 

On synth&ise un premier fragment d'ADN comprenant un dimere de la sequence 17MX 
(SEQ ID NO: 32 et 33) suivi du promoteur minimal MLP d'Ad2 et muni en son 
extremity 5* d'un site Sail et en son extremity 3 V d'un site BaniHL Le site Sail est rendu 
franc par traitement k FADN polymerase klenow. Par ailleurs, on synthetise un second 
15 fragment d'ADN comprenant un pentamere de la sequence suivi du meme promoteur et 
muni en 5 1 et 3' des sites Xbal et BaniHL. Apres digestion par Xbal 9 l'extremite est rendue 
franche par traitement k la Klenow polymerase. 

Chacun de ces fragment est introduit dans le site BglR de p poly II pour generer 
20 respectivement pTG1656 et pTG1657. Puis on introduit dans chacun des vecteurs 
prealablement digeres par Pstl-BamtU, les deux fragments suivants : le fragment Pstl- 
Xbal isol6 de pTG6552 (Exemple 6.2) et le fragment Xbal-BaniHL isole de pTG6559 
(exemple 6.2). On obtient pTG1660 et pTG1661 respectivement (Figure 5). 

25 Les cellules A549 sont co-transfectees avec pTG1643 (vecteur tfexpression du gene pac) 
et soit pTG1660 soit pTG1661. Les clones sont selectionnes pour leur resistance a la 
puromycine et 6tudi6s comme indiqu6 precedemment Environ 50% des clones A549- 
1660 et A549-1661 produisent des produits d'expression de la region El. Cependant, la 
production s'accompagne d'un efTet cytotoxique, modifiant Taspect morphologique des 

30 cellules. 

L'integration et le non rearrangement des plasmides dans le genome cellulaire est verifie 
par Southern. Aucune modification substantielle des plasmides integres (pTG1643, 
pTG1660 et pTG1661) ne peut etre mise en evidence dans les clones producteurs 
35 analyses. On peut egalement verifier TinducUbilite de Texpression des sequences codees 
par la region El A en presence de Gal4 (par transformation par un plasmide permettant 
Texpression constitutive de la proteine Gal4). 
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Apr£s Tinfection de plusieurs clones producteurs par 1'Ad-RSV-Bgal k une moi d'environ 
2, deux clones A549-1660 sont capables d'amplifier le stock viral d'un facteur superieur a 
100. 

5 EXEMPLE 7 : Constitution d*une lipnee de complementation pour Tensemble des 
fpnctiong e$sentiel1es lq replication (j^n adenoviftis. 

On constant un vecteur comprenant 1'ensemble du genome adenoviral de TAdS a 
1'exception de 1TTR 5\ 1TTR 3* et la region d'encapsidation. 

10 

Le vecteur pTG6S28 (exemple 6.1) est dig£ri par les enzymes PstI et BgM entre 
lesquels on insere un fragment d'ADN synth&ise chimiquement selon le protocole 
standard constitu6 des oligonucleotides des OTGS039 et OTG5040 (SEQ ID NO: 34 et 
35). La sequence des oligonucleotides est conpie de maniere a ne pas reconstituer le site 
IS de clonage PstI et introduire un site EcdKV. On obtient pTG1639, lequel est linearise 
par digestion par EcoKV et ligu£ k un fragment Xbal-BamKL dont les extremites sont 
rendues franches par traitement k TADN polymerase Klenow. Ce fragment est porteur du| 
signal de terminaison de la transcription du virus SV40. Tout plasmide comportant un| 
signal entour£ des sites de restriction adgquates peut 6tre utilise a cette £tape. 

20 

Le vecteur pTG1640 ainsi gendre, est dig£r£ par BaniHL et BglH et le fragment porteur 
de la cassette d'expression du gene pac est introduit dans le site BglH du vecteur pPolyll- 
Sfi/Not-14*. On obtient le pTG1641. Celui-ci est linearise par Not! et traite a l'ADN 
polymerase Klenow. On introduit le fragment BamHl-Satl de 0,276 kb isoie de pBR322 
25 (Bolivar et al. t supra) egalement traite a TADN polymerase Klenow. Ceci donne lieu a 
pTG1643. 

Le pTG1643 est linearise par Xhol et on insere dans ce site un fragment hybride Xhol 
comportant un dimere 17MX suivi du promoteur minimum du g£ne TK-HSV-1 
30 (nucleotides 303 k 450 de la sequence divulguee dans la banque de donnee Genebank 
sous la reference V00467 et completee en 3* d*un site XhoT). On obtient le pTG1647 
dans lequel le promoteur hybride 2x 1 7MX-TK-HS V- 1 est insure dans la meme 
orientation que la cassette d'expression du gene pac. 

35 Cette construction, pTG1647, sert de vecteur de base pour introduire entre les sites Psfl 
et BarriHL un fragment du genome de TAdS allant du nucleotide 505 au nucleotide 
35826. Dans un premier temps, le pTG1647 est digere par Psfl et BarnHL puis ligue, 
d*une part, au fragment Pstl-Clal de pTG6552 (exemple 6.2) comportant la partie du 



WO 94/28152 



PCT/FR94/00624 



genome de TAd5 des nucleotides 505 a 918 et, d'autre part, au fragment Clal-BamHl 
(positions 918 k 21562) prepare k partir de l'ADN genomique de rAd5. Le vecteur ainsi 
obtenu, comporte la partie S % de 1'AdS k l'exception de TITRS' et de la region 
d'encapsidation. 

5 

Par ailleurs, la partie 3' du genome de TAd5 est assemble dans le vecteur ppolyll- 
Sfi/Not-14*. Ce dernier est linearise par BamSl et on introduit le fragment BamUl-AvrU 
(nucleotides 21562 a 28752) du genome de 1'AdS et un fragment PGR correspondant aux 
nucleotides 35463 k 35826 de TAd5. Ce dernier est gendre a partir de PADN genomique 
10 de l'Ad5 et des amorces OTG5024 (SEQ ID NO: 36) et OTG5025 (SEQ ID NO: 37) et 
comporte en 5' un site BamHL. Le vecteur obtenu est digire par i4vrll et on insure le 
fragment i4vrll isoli de I'ADN genomique de TAd5 et s^tendant des positions 28753 k 
35462. 

15 Le fragment BamHL comportant les sequences adenovirales est introduit dans le site 
BamWL du vecteur de l'6tape precidente comportant la partie 5' du genome adenoviral 
depourvu de 1TTR 5' et la r£gjon d'encapsidation. 

Une lignee de complementation capable de complementer l'ensemble des fonctions d'un 
20 adenovirus ddfectif est generee par transfection dans une lignee cellulaire, comme A549, 
selon le protocole d£crit dans les exemples precedents. 

On peut egalement proceder en construisant quatre vecteurs comportant la quasi totalite 
du genome adenoviral qui sera reassemble sur un seul vecteur lors de P6tape finale. 

25 

pTG1665 correspond au clonage du fragment BspEl (nucleotides 826 a 7269) 
isol6 d*une preparation d'ADN genomique d'Ad5, dans le site Xmal de p poly II- 
Sfi/Not-14 * ; 

30 - pTG1664 est g6ner£ par rinsertion du fragment Notl (nucleotides 6503 a 1504) 
isole d\me preparation d'ADN genomique d'AdS, dans le site Notl du meme 
vecteur. 

pTG1662 est obtenu par introduction du fragment AatU (nucleotides 10754 a 
35 23970) isoie d*une preparation d'ADN genomique d'Ad5 dans le site Aafil de p 

polylL 

pTG1659 comportant la partie 3' du genome d'AdS (exemple 2.3). 
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Puis on introduit un fragment comportant un systeme d'expression inductible comme le 
promoteur decrit a Texemple 6.3 ou 7 inductible par Gal4 ou un promoteur de rart 
anterieur comme le promoteur metallothioneine ou tetracycline. Un tel fragment est place 
5 en amont des sequences 5' de I'AdS (nucleotides 505 a 918) dans le vecteur pTG1665 
digere par-4a/n et Clal. Enfin, on clone successivement dans le vecteur precedent et aux 
sites correspondants les fragments Nofl de pTG1664, Aattl de pTG1662 et enfin BamHL 
depTG1659. 

10 Une lignee de complementation est generee par co-transfecitfon du vecteur precedent et 
de pTG1643 et on isole les clones resistants a la puromycine. Cette lignee est plus 
particulterement destinee a amplifier et encapsider les vecteurs adenoviraux de l'exemple 
5 defectifs pour les fonctions El, E2 et E4 et les fonctions tardives. 

I 

15 EXEMPLE 8 ; Constitution d'une lignee de complemen t ation pour les fonctions El et 
14. 

Le vecteur pTG1647 (exemple 7) est digere par les enzymes Psa-BamHl et on introduit i 
dans le vecteur ainsi traite 3 fragments : 

20 

le fragment Psd-Xbal de pTG6552 (exemple 6.2) portant les sequences 
d'AdS du nucleotide 505 au nucleotide 1339, 

le fragment XbcH-Sphl de pTG6552 portant les sequences d'Ad5 du 
25 nucleotide 1340 au nucleotide 3665, et 

le fragment Sphl-Bamm de pTG6554 (exemple 6.2) portant les 
sequences d'AdS du nucleotide 3665 a 4034 et un signal de terminaison 
de la transcription. 

30 

Le vecteur ainsi obtenu est coupe par BamHL et on introduit dans ce site trois fragments 
qui sont les suivants : 

un fragment digere par BarnHL-AflLl genere par PCR correspondant a la 
35 sequence de 1'AdS situe entre les positions 32800 a 33104. On utUise 

l'ADN genomique d'Ad5 comme matrice et les amorces OTG5078 (SEQ 
ID NO: 38) et OTG5079 (SEQ ID NO: 39), 
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le fragment A/Hl-AvrTl isole de l'ADN genomique tfAdS (nucleotides 
33105 a 35463), 

le fragment AvrU-BamHl g€ner6 par PCR a 1'aide des amorces OTG5024 
5 et OTG5025 (voir exemple 7). 

Le vecteur ainsi genere est introduit dans une lignee cellulaire selon le protocole decrit 
pr6cedemment, pour constituer une lignee de complementation pour les fonctions El et 
E4. 

10 

Par ailleurs, une telle lignee peut egalement etre obtenue selon le protocole suivant : 

La region E4 du genome de l'Ad5 (nucleotides 32800 a 35826) est reconstituee en 
plusieurs etapes. La partie allant des nucleotides 33116 a 32800 est synth&is6e par PCR 
15 & partir de l'ADN genomique d'AdS avec le couple d'amorces OTG5078 et OTG5079 
(SEQ ID NO: 38 et 39), puis inser£e dans le site EcoKV de M13TG130, pour generer 
M13TG1645. 

Le fragment BamHl-Aflll de ce dernier est engage dans une reaction de ligation avec le 
20 fragment 4/m-AvrII d'Ad5 (nucleotides 33104 k 35463) et le vecteur pTG7457 dig&re 
par BamHl et >lvrIL On obtient pTG1650. 

Puis on complete la region E4 par obtention du fragment correspondant aux nucleotides 
35826 a 35457 par PCR a partir d*une preparation d'ADN genomique tfAdS et des 
25 amorces OTG5024 et OTG5025 (SEQ ID NO: 36 et 37). Celui-ci est insert dans le site 
Smal de M13mpl8 pour donner M13TG1646. Le fragment ^4vrII-£coRI est isole de ce 
dernier et clone entre les sites AvrlL et EcdRl de pTG1650. On obtient pTG1652. 

Le fragment BamHl comportant la region E4 d f Ad5 est isole de pTG1652 et clone dans 
30 le site BamHl de pTG1643, de pTG6559 (exemple 6.2) ou dans le site 5^1 de pTG6564 
(exemple 6.2) apres avoir rendu les sites francs, pour generer pTG1653, pTG1654 et 
pTG1655 (Figure 6) respectivement. 

On genere par des techniques conventionnelles une cellule de complementation capable 
35 de complementer en trans les fonctions El et E4, par : 

(1) transformation de pTG1653 dans la lignee cellulaire 293, ou 

(2) transformation de pTG1654 ou pTG1655 dans la lignee cellulaire A549. 
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D*une maniere g6n£rale, l'expression des produits des regions El et E4 s'accompagne 
cTun eflFet cytotoxique. Un certain nombre de clones 293-1653 est capable de 
complementer a la fois des adenovirus deletes de El et des adenovirus deletes de E4. 

5 Une autre alternative consiste & proceder de la maniere suivante. 

Le vecteur Ml 3 TGI 646 est sounds k une mutagenese dirigee avec l'oligonucleotide 
mutagtee OTG5991 (SEQ ID NO: 40) dans le but de deleter le promoteur de la region 
E4 et d'ins6rer un site HpalLe vecteur mute est design^ M13TG6522. II est diger6 par 

10 Ps(l y traits k 1'ADN polymerase du phage T4 puis par AvrU et mis en ligation avec un 
fragment £coRI (Klenow)v4vrII purifte de pTG1652 (exemple 8), pour donner 
pTG6595. Ce dernier est cliv6 par Hpal et on introduit le fragment de 0,8 kb obtenu de 
pTG5913 (Figure 7) apres digestion BglR et BamHl et traitement a la Klenow. On 
g&iere pTG6596 dans lequel la region E4 (positions 32800 a 35826) est placee sous le 

15 controle du promoteur TIC A titre indicate pTG5913 porte le gene TK-HSV-l et le 
fragment BgKl-BamHL correspond au promoteur de ce gene (Wagner et al., 1981, Proc. 
Natl. Acad. Sci., USA, 78, 1441 - 1445). 

Parallelement, les vecteurs pTG1643 et pTG6559 (exemple 6) sont linearises par BamHl 
20 et on insere un fragment synth&ique issu de la reassociation des oligonucleotides 
OTG6141 et OTG6142 (SEQ ED NO: 41 et 42), pour obtenir respectivement pTG8508 
et pTG8507. Ces derniers sont clivfe par BamHl avant d'introduire le fragment BamHl 
purifii de pTG6596 comportant la cassette d'expression de E4. On gSnere les vecteurs 
pTG8512 (Figure 8) et pTG8513 (Figure 9). 

25 

D'autre part, Introduction du fragment BamHl de pTG1652 dans le vecteur pTG8508 
ou pTG8507 linearise par la meme enzyme aboutit a pTG8514 et pTG8515 
respectivement (Figures 10 et 11). 

30 Les lignees cellulaires transferees par pTG8512 ou pTG8515 permettront de 
complementer un adenovirus defectif pour la fonction E4, alors que celles resultant de la 
transfection de pTG8513 ou pTG8514 sont destinees k amplifier et propager des 
adenovirus defectife pour les fonctions El et E4. De meme, la transfection de pTG8512 
ou pTG8515 dans les cellules 293 permettront de complementer des adenovirus defectifs 

35 pourEletE4. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: TRANSGENE 

(B) RUE: 11 9 rue de Molshcim 

(C) VILLE: STRASBOURG 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 88.27.91.00 

(H) TELECOPIE: (33) 88.22.58.07 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Nouveaux adenovirus defectifs et lignees de 

complementation correspondantes 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 42 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D» EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: It 

(i) CARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) °™2J£ M|ia||B8 oligonucleotide de synthese (OTG4174) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GTGACGTCTT TGGTGTTTTC GCGGGAAAAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) °^™5MIISMBt Oligonucleotide de synthese (OTG4173) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
ACCGAGTAAG ATTTGTCTAG GGCCGCGGGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclei que 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) ANTI-SENS: NON 
(vij ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese (OTG4191) 

i 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GGCCATGGTC GCGGGAAAGG GACTTTGACC GTT 33 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclei que 

(C) . NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese (OTG5021) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GAACGGATCC CCAGACTCTG TTTGGATTTG G 31 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) ANTI-SENS: OUI 
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(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5157) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CCAGAAATAT CTTCGCCCAG GCCGCCGCCC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclei que 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETI QUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: ^ 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5564) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

GATCCGATAT CCCGTTAACC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 
<A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: ceipc% 
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5565) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GATCGGTTAA CGGGATATCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: B: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINEz 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5892) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GTCGTAGGAT CCAGCTGCTC CCTGCTTGTG TGTTGGAGGT CGCTGAG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclei que 

(C) N OMB RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(11) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5893) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
GTAGCTGACG TCCCAGGTGC ACACCAATGT GGTGAATGGT CAAATGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 46 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5920) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
ACGGTAGGAT CCGACGTCGG TGAGCTCCTC GCTTGGTCTC CGTCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
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(iii) 



H YPOTHETI QUE : NON 



(iii) 



ANTI-SENS: OUI 



(vi) 



ORIGIKE: 

(A) ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese (OTGS891) 



(xi) 



DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 



CAACCCCGAT TCTAGAGAAA CCTG 



24 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese (OTG6079) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GCGCAGTTGC TCTGCGGATC CACTTAACAT TCAGT 35 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6080) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
TAAAAGTACC AGGTAAGGAT CCCCTTGGTT TGCTTGGG 38 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



WO 94/28152 L 7 

PCT/FR94/00624 

(11) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(ill) HYPOTHETIQUE: NON 
(ill) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6064) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GAAACCGAAT TCTCTTGGAA C 21 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclelque 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: line aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(ill) HYPOTHETIQUE: NON 
(ill) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6065) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
ACGAATGCAG CTCTCCACTT AACATTCAGT CG 32 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclelque 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(ill) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5481) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
CAGTGAATTC ATCATCAATA ATATACC 27 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclelque 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION i lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETI QUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese (OTG5482) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
AAACTGGTCA CCGTGATTAA AAAG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5455) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
ATCGGAATTC AAGATGATTA GGTAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5456) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

ATCGTCTAGA TTAAGGCATT TTCTTTTC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
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(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) 



TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(iii) 



HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) 



ANTI-SENS: NON 



(vi) 



ORIGINE: 



(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5728) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
TGTAGCAGGA GGACTAAG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5729) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
CCGCATTAAT TAACCGCGAC AAACGATTCT TTATTCTTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID. NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (5730) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
CGCGGTTAAT TAATGCGGTA AAACCTACGT CACCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23: 



36 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ^^^^NXSME: Oligonucleotide de synthese (OTG6060) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
AATAAAAGAT CATTATTTTC ATTAGAACTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: ^ % 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese <OTG6061) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 
TGTGTTGGTT TTTTGTGTGT TAAT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: ^ i 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (0TG6062) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 
TAACACACAA AAAACCAACA CACAGTTCTA 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 26: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6063) 



(xi) DESCRIPTION DE LA. SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 
ATGAAAATAA TGATCTTTTA TTAT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4564) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27: 
TCCGTGAATT CTAGTAGTGT GGCGGAAGTG TG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 28: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4565) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28: 
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TCCAGTCCGG AGAACCGGGC GCC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 29: 

(i) CARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paircs de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: m ^ m% 
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5013) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29: 
TAACCTGCAG GAGTGCCAGC GAGTAGAG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 30: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: mMm% 
(A) ORGANISME: Oligonuclotide de synthese (OTG5015) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30: 
CAACGCGCAT GCCCCCATGG G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 31: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 



(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5014) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31: 
TAGGAGATCT GTTTTAAACC GCATTGGGAG G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(11) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 

(ill) HYPOTHETIQUE: NON 

(Hi) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32: 
CGGAGTACTG TCCTCCGCGG AGTACTGTCC TCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33: 
CGGAGGACAG TACTCCGCGG AGGACAGTAC TCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADtt (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5039) 



WO 94/28152 



PCT7FR94/00624 



(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34: 
TGCTGGATAT CAGTCA 

(2) INFORMATION POUR IA SEQ ID NO: 35: 

(i) CARACTERI STI QUES DE IA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclfcique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D> CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN <g6nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINS: % ^ 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5040) 



{Xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35: 
GATCTGACTG ATATCCAGCA TGCA 
(2) INFORMATION POUR IA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERI STIQUES DE IA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclei que 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gtaomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: ^ (A ^ Crt .. 4 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5024) 



(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36: 
CTCCTGCCTA GGCAAAATAG 

(2) INFORMATION POUR IA SEQ ID NO: 37: 

(i) CARACTERI STIQUES DE IA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclfcique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfcaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 
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(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5025) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37: 
GCAGATGGAT CCGGGCGGAG TAACTTGTAT GT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 38: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRIMS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5078) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 
GTCGCGGATC CGTTATGTTT CAACGTGTTT A 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 39: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonuleotide de synthese (OTG5079) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39: 
ACATGAACTT AAGCGAGCTG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 40: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) ANTI-SENS: NON 
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<vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5991) 

(xi) DESCRIPTION DC LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40: 
CACGGCACCA GCTCAAGTTA ACGGATCCAT CTGCGGGT 38 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 41: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6141) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41: 
GATCCTGTGT GTTGGTTTTT TGTGTGC 27 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 42: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6142) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 42: 
GATCGCACAC AAAAAACCAA CACACAG 27 
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ftgvendicatiQns 

1. Un vecteur adenoviral defectif pour la replication, capable d'etre encapside dans 
une cellule de complementation, qui derive du genome d'un adenovirus comprenant 
de 5' en 3 1 , un HR 5 1 , une region d'encapsidation, une region E1A, une region 
E1B, une region E2, une region E3, une region E4 et un ITR 3 1 , par deletion : 

0) de tout ou partie de la region El A, et de l'integralite de la parti e de la 
region E1B codant pour les proteines pr6coces ; ou 

(ii) de tout ou partie de la region El A et de tout ou partie d'au moins une 
region selectionnee parmi les regions E2 et E4 ; ou 

Oil) de tout ou partie de la region E1A et d*une partie de la region 
d'encapsidation. 

2. Un vecteur adenoviral selon la revendication 1, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E1A et de l'integralite de la 
partie de la region E1B codant pour les proteines pr£coces. 

3. Un vecteur adenoviral selon la revendication 2, qui derive en outre du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E3. 

4. Un vecteur adenoviral selon la revendication 2 ou 3, qui derive en outre du genome 
d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E2. 

5. Un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 2 k 4, qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E4. 

6. Un vecteur adenoviral selon la revendication 1, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et de tout ou partie de 
la region E2. 

7. Un vecteur adenoviral selon la revendication 1, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et de tout ou partie de 
la region E4. 
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8. Un vecteur adenoviral selon la revendication 6 ou 7, qui derive en outre du genome 
d'un adenovirus par delation de tout ou partie de la region E1B. 

9. Un vecteur adenoviral selon l*une des revendications 6 i 8, qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E3. 

10. Un vecteur adenoviral selon la revendication 6, 8 ou 9, qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E4. 

11. Un vecteur adenoviral selon rune des revendications 3 k 5, 9 ou 10, qui derive du 
genome d'un adenovirus par deletion partielle de la region E3 dudit genome en 
maintenant la partie de ladite region E3 codant pour la proteine gpl9kDa. 

12. Un vecteur adenoviral selon la revendication 11, dans lequel la partie de la region 
E3 codant pour la proteine gpl91cDa est placee sous le controle des elements 
appropri6s £ l'expression de ladite proteine dans la cellule hdte. 

13. Un vecteur adenoviral selon Kine des revendications 1 4 12, qui derive du genome 
d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et dWe partie de la 
region d'encapsidation. 

14. Un vecteur adenoviral selon la revendication 13, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie de la region d'encapsidation : 

0) s'etendant du nucleotide 270 au nucleotide 346 ; 

(H) s'etendant du nucleotide 1 84 au nucleotide 273 ; ou 

(iii) s'etendant du nucleotide 287 au nucleotide 358. 

15. Un vecteur adenoviral selon hine des revendications 1 a 14, qui derive du genome 
d'un adenovirus seiectionne parmi les adenovirus canins aviaires et humains. 



16. Un vecteur adenoviral selon la revendication 15, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5. 
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17. Un vecteur adenoviral selon la revendication 16, qui derive du genome d*un 
adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie de la region E1B s'etendant 
du nucleotide 1634 jusqu'au nucleotide 4047 au moins. 

18. Un vecteur adenoviral selon la revendication 16 ou 17, qui derive du genome dW 
adenovirus humain de type 5 notamment par deletion de la partie de la region E3 
s'etendant du nucleotide 27871 jusqu'au nucleotide 30748. 

19. Un vecteur adenoviral selon ftine des revendications 16 4 18, qui derive du genome 
d*un adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie de la region E4 
s'etendant du nucleotide 32800 au nucleotide 35826. 

20. Un vecteur adenoviral selon hine des revendications 1 a 19, qui derive du genome 
d'un adenovirus par deletion d'au moins 18 Vo du genome dudit virus. ; 

21. Un vecteur adenoviral selon la revendication 20, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion d'au moins 22 % du genome dudit virus. 

22. Un vecteur adenoviral selon la revendication 21, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion d'au moins 40 % du genome dudit virus. 

23. Un vecteur adenoviral selon la revendication 22, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion d'au moins 95 % du genome dudit virus. 

24. Un vecteur adenoviral selon la revendication 23, qui derive du genome d f un 
adenovirus par deletion de l'ensemble du genome dudit adenovirus & {'exclusion des 
ITRs 5' et 3' et de tout ou partie de la region d'encapsidation. 

25. Un vecteur adenoviral selon la revendication 24, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie du genome viral s'etendant 
des nucleotides 459 a 35832. 

26. Un vecteur adenoviral selon hine des revendications 1 & 25, qui comprend en outre 
une sequence nucleotidique exogene. 

27. Un vecteur adenoviral selon la revendication 26, qui comprend en outre un gene 
d'interet place sous le controle des elements necessaires a son expression. 
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28. Un vccteur adenoviral selon I*une des revendications 26 ou 27, qui comprend en 
outre un gene codant pour une proteine trans-activatrice de transcription non 
adenoviral ; ledit gene etant place sous le controle des elements necessaires a 
l'expression de ladite proteine dans une cellule bote. 

29. Un vecteur adenoviral selon la revendication 28, comprenant le gene codant pour 
la proteine trans-activatrice de transcription Gal4 de Saccharomyces cerevisiae. 

30. Une particule d'adenovims comprenant un vecteur adenoviral selon Pune des 
revendications 1 4 29. 

31. Une cellule hote eucaryote comprenant un vecteur adenoviral selon Tune des 
revendications 1 a 29 ou une particule d'adenovims selon la revendication 30. 

32. Une lignee de complementation comportant un Element de complementation, 
comprenant notamment une partie de la region El du genome d'un adenovirus a 
1'exclusion de 1TTR 5 1 ; ledit element de complementation etant capable de 
complementer en trans un vecteur adenoviral defectif et etant integre dans le 
genome de ladite lignee de complementation ou insert dans un vecteur 
^expression. 

33. Une lignee de complementation selon la revendication 32, comprenant notamment : 

0) tout ou partie de la region El A du genome d'un adenovirus ; et 

(ii) tout ou partie d'au moins une region dudit genome selectionnee parmi les 
regions E1B, E2 et E4. 

34. Une lignee de complementation selon la revendication 32, comprenant notamment : 
0) tout ou partie de la region El A du genome d'un adenovirus ; et 

(ii) tout ou partie d'au moins deux des regions E1B, E2 et E4 dudit genome. 

35. Une lignee de complementation selon la revendication 32, comprenant notamment : 
CO tout ou partie de la region El A du genome d'un adenovirus ; et 
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00 tout ou partie des regions E1B, E2 et E4 dudit genome. 

36. Une lignee de complementation selon ftine des revendications 33 a 35, comprenant 
notamment tout ou partie de la region E1A et l'integralite de la region E1B du 
genome d*un adenovirus codant pour les proteines pr^coces. 

37. Une lignee de complementation selon hine des revendications 32 4 36, comprenant 
notamment une partie du genome d\m adenovirus selectionne parmi les adenovirus 
canins, avi aires et humains. 

38. Une lignee de complementation selon la revendication 37, comprenant notamment 
une partie du genome d*un adenovirus humain de type 5. 

39. Une lignee de complementation selon la revendication 38, comprenant notamment 
la partie du genome d*un adenovirus humain de type 5 : 

CO s'&endant du nucleotide 100 au nucleotide 5297 ; 

(u) s'etendant du nucleotide 100 au nucleotide 4034 ; ou 

(in) s^tendant du nucleotide 505 au nucleotide 4034. 

40. Une lignee de complementation selon la revendication 38 ou 39, comprenant 
notamment la partie de la region E4 du genome d*un adenovirus humain de type 5 
s'etendant du nucleotide 32800 au nucleotide 35826. 

41. Une lignee de complementation selon la revendication 38, comprenant notamment 
la partie du genome d*un adenovirus humain de type 5 s'etendant du nucleotide 505 
au nucleotide 35826. 

42. Une lignee de complementation selon hine'des revendications 32 k 41, comprenant 
une partie de la region E1A du genome d*un adenovirus depourvue de son 
promoteur naturel ; ladite partie etant placee sous le contrdle d*un promoteur 
approprie. 
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43. Une lignee dc complementation selon la revendication 42, dans laquelle ladite 
partie de la region El A est placee sous le contrdle tfun promoteur inductible par 
une proteine trans-activatrice de transcription non-adenovirale. 

44. Une lignee de complementation selon la revendication 43, dans laquelle ladite 
partie de la region El A est placee sous le controle d^n promoteur inductible par 
une prot&ne trans-activatrice de transcription codee par un vecteur adenoviral 
selon la revendication 28 ou 29. 

45. Une lignee de complementation selon la revendication 43 ou 44, dans laquelle 
ladite partie de la region El A est placee sous le controle d'un promoteur inductible 
par la proteine trans-activatrice de transcription Gal4 de Saccharomyces 
cerevisiae. 

46. Une lignee de complementation selon hine des revendications 32 4 45, comprenant 
en outre un g6ne codant pour un marqueur de selection. 

47. Une lignee de complementation selon la revendication 46, dans laquelle le gene de 
selection code pour la puromycine acetyl-transferase. 

48. Une lignee de complementation selon la revendication 46 ou 47, dans laquelle le 
gene de selection est place sous le contrdle d*un promoteur inductible par une 
proteine trans-activatrice de transcription codee par la region E1A du genome d*un 
adenovirus sauvage, notamment sous le contr61e du promoteur de la region E2 
dudit genome. 

49. Une lignee de complementation selon rune des revendications 32 i 48, derivee 
d'une lignee cellulaire acceptable d*un point de vue pharmaceutique. 

50. Une lignee de complementation selon la revendication 49, derivee d'une lignee 
cellulaire selectionnee parmi les lignees Vero, BHK, A549, MRC5, W138 et CHO. 

51. Une lign£e de complementation selon rune des revendications 32 k 48, derivee 
d'une cellule de la retine d'un embryon humain. 

52. Un procede de preparation d'une particule d'adenovirus selon la revendication 30, 
selon lequel : 
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0) on introduit un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 29 dans 
une lignee de complementation capable de complementer en trans ledit 
vecteur adenoviral pour obtenir une lignte de complementation transfectee ; 

(ii) on cuitive ladite lign£e de complementation transfectee dans des conditions 
appropriees pour permettre la production de ladite particule ^adenovirus ; et 

(iii) on recupere ladite particule d'adenoviras dans la culture cellulaire. 

53. Un proc&te selon la revendication 52, selon lequel on met en oeuvre une lign6e de 
complementation selon Pune des revendications 32 i 51. 

54. Usage therapeutique ou prophylactique d*un vecteur adenoviral selon Vunt des 
revendications 1 i 29, d\me particule d^dSnovirus selon la revendication 30 ou 
obtenue en mettant en oeuvre un precede selon la revendication 52 ou 53, dWe 
cellule h6te eucaryote selon la revendication 31 ou d'une lignte de 
complementation selon Pune des revendications 32 i 51. 

55. Une composition pharmaceutique comprenant h titre d'agent therapeutique ou 
prophylactique un vecteur adenoviral selon Pune des revendications 1 i 29, une 
particule d'adenovinis selon la revendication 30 ou obtenue en mettant en oeuvre 
un proc£d£ selon la revendication 52 ou 53, une cellule eucaryote selon la 
revendication 31 ou une lignee de complementation selon Pune des revendications 
32 k 51, en association avec un support acceptable d*un point de vue 
pharmaceutique. 
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Conformement a rarticle 17.2)a) f ceruines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

I. | X I Les revendications n°» 

se rapportent a un objet a 1'egard duquel I'administraUon n'est pas tcnue de proceder a la recherche, a savoir: 

Remarque: Pour autant que la revendl cation 54 concerne une methode de 
traltement du corps huma1n/an1roal , la recherche a ete effectuee et basee 
sur les effets Imputes au prodult (a la composition) 



Lei revendicaUons n w 

se rapportent a des parties de la demand* intemationaJe qui ne rempHssent pas sufTisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en paruculien 



□ 



Les revendications n °* 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de ta deuxieme et de la 
troisteme phrases de la regie 6 A.*). 
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Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y prttaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiam une taxe additionnelle, 1'administration n a solltette le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



* 1 I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans ies delais par le deposant, le present 
rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n°*: 



4. 



I I Aucune taxe additionneOe demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
— de recherche Internationale ne porte que sur invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couvertes par les revendications n°»: 
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Remarque quant a la reserve | | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposant. 

|~j Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorU d'aucune reserve. 
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